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Naslov: Vpliv soli na strukturno stabilnost antitoksina Phd iz modula phd/doc 
bakteriofaga P1  
Povzetek: Intrinzično neurejeni proteini (IDP) so obsežna skupina proteinov, ki so v 
primerjavi z globularnimi proteini veliko bolj fleksibilni. V to skupino spada tudi 
antitoksin Phd, ki izhaja iz modula toksin-antitoksin (TA) bakteriofaga P1. Ob vezavi na 
toksin Doc se neurejena C-domena antitoksina strukturira v α-vijačnico. Prosti toksin Doc 
v celici inhibira sintezo proteinov in upočasni njen metabolizem, vezava antitoksina pa 
inhibira njegovo delovanje. Vezava toksina ni edini način, s katerim lahko vplivamo na 
strukturo proteina Phd. Na njegovo strukturo vplivajo tudi okoliški pogoji. Z uporabo 
CD-spektrometrije in diferenčne dinamične kalorimetrije (DSC) smo preučevali vpliv 
koncentracije proteina, koncentracije soli in temperature na strukturo Phd ter ocenili 
termodinamične parametre, ki spremljajo strukturne pretvorbe. Visoka koncentracija 
proteina, visoka koncentracija soli in nizka temperatura premaknejo ravnotežje v smeri 
strukturiranega dimera. Nizka koncentracija proteina, nizka koncentracija soli in visoka 
temperatura premaknejo ravnotežje v smeri nestrukturiranega monomera. Strukturiranje 
proteina naredi le-tega termodinamično stabilnejšega. Ugotovitve so pomembne za 
preučevanje proteina Phd in vitro, saj lahko z okoliškimi pogoji vplivamo na strukturo 
proteina. Strukturne spremembe zaradi sprememb v temperaturi in koncentraciji soli 
lahko primerjamo s fiziološko pomembnimi strukturnimi spremembami ob vezavi toksina 
Doc. 
Ključne besede: struktura antitoksina Phd, okoliški pogoji, CD-spektroskopija, DSC 
 
  
Title: Effect of added salt on the structural stability of Phd antitoxin from the module 
phd/doc of bacteriophage P1 
Abstract: Intrinsically disordered proteins (IDPs) represent a big group of proteins, 
whose structure is more flexible compared to globular proteins. Antitoxin Phd is an IDP 
and originates from a toxin-antitoxin (TA) module of bacteriophage P1. The binding of 
antitoxin to toxin Doc inhibits the Doc activity. The disordered C-terminal domain of 
antitoxin Phd forms an α-helix upon binding. Free toxin Doc inhibits protein synthesis 
and slows down the metabolism of the cell. Apart from the binding of toxin Doc, other 
factors, like the environment in which the antitoxin is present, affect its structure. Using 
CD-spectroscopy and DSC-calorimetry we examined the affects of protein concentration, 
salt concentration and temperature on the protein structure and evaluated thermodynamic 
parameters, that accompany structural changes of Phd. High concentrations of protein and 
salt as well as low temperature move the equilibrium towards a structured dimer. Low 
concentrations of protein and salt as well as high temperature move the equilibrium 
towards a disordered monomer. Structuring of the protein increases its thermodynamic 
stability. These findings are important for future in vitro experiments, because we can 
change the protein structure with changing the environmental conditions of the solution. 
The changes in protein structure of Phd, caused by changes in temperature and salt 
concentration, can be compared with those of physiologically relevant toxin binding. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A, ΔA  absorbanca in razlika absorbance 
Al, Ad  absorbanci levo- in desnosučne cirkularno polarizirane svetlobe 
ao  aminokislinski ostanek 
c  molska koncentracija dimera Phd [mol L-1] 
ck, cz  končna koncentracija; začetna koncentracija 
Cl  klor 
Cp  toplotna kapaciteta [J K-1 mol-1] 
Cs  cezij 
cs  koncentracija soli 
C-  karboksilni 
CD  cirkularni dikroizem 
ClpXP proteazni kompleks iz proteinov ClpX (angl. caseinolytic mitochondrial 
matrix peptidase chaperone subunit X) in ClpP (angl. caseinolytic 
mitochondrial matrix peptidase proteolytic subunit) 
[D]  koncentracija nestrukturiranega proteina Phd (angl. disordered) 
Da  merska enota Dalton, ekvivalentna z [g mol-1] 
D. I. T. čas digitalne integracije podatkov (angl. digital integration time) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
Doc, [Doc] toksin operona phd/doc (angl. death on curing); koncentracija Doc 
DSC diferenčna dinamična kalorimetrija (angl. differential scanning 
calorimetry) 
ε, Δε ekstinkcijski koeficient monomera Phd [M-1 cm-1], razlika ekstinkcijskih 
koeficientov 
ΔG  sprememba standardne Gibbsove proste energije [kJ mol-1] 
ΔHm  sprememba entalpije pri temperaturi »taljenja« [kJ mol-1] 
HCOOH mravljična kislina 
[I]  koncentracija kationa 
IDP  intrinzično neurejen protein (angl. intrinsically disordered protein) 
IDR  intrinzično neurejena regija (angl. intrinsically disordered region) 
K  kalij 
  
Kd  konstanta disociacije 
l  optična pot kivete [cm] 
Li  litij 
M  molska masa [g mol-1] 
Ms  molska masa soli [g/mol] 
m°  milistopinja [mdeg] 
N-  aminski 
Na  natrij 
Nak  število aminokislinskih ostankov 
NMR  jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
PDB  podatkovna baza proteinov (angl. protein data bank) 
Phd, [Phd] antitoksin operona phd/doc (angl. prevents host death); koncentracija Phd 
pI  izoelektrična točka 
PPII  levoročna poliprolinska vijačnica II 
PTM  posttranslacijske modifikacije 
R  splošna plinska konstanta 8,314 J mol-1 K-1 
Rb  rubidij 
RNA, tRNA ribonukleinska kislina; prenašalna RNA 
rpm  obrati na minuto 
[S], [S2] koncentracija strukturiranega proteina Phd (angl. structured); strukturiran 
dimer Phd 
[ϴ]  molarna eliptičnost [deg cm2 dmol-1] 
ΔT, T, Tm temperaturna razlika; temperatura; temperatura »taljenja« [K, °C] 
TA  toksin-antitoksin 
Tris  tris(hidroksimetil)aminometan 
Vk, Vz  končna prostornina; začetna prostornina 
Vp  prostornina posode  
  
Oznake aminokislinskih ostankov 
Ala A alanin 
Arg R arginin 
Asn N asparagin 
Asp D aspartat 
Cys C cistein 
Glu E glutamat 
Gln Q glutamin 
Gly G glicin 
His H histidin 
Ile I izolevcin 
Leu L levcin 
Lys K lizin 
Met M metionin 
Phe F fenilalanin 
Pro P prolin 
Ser S serin 
Thr T treonin 
Trp W triptofan 
Tyr Y tirozin 
Val V valin 
 










Proteini predstavljajo, poleg lipidov, nukleinskih kislin in ogljikovih hidratov, zelo 
pomembno skupino makromolekul v naravi. V celicah so proteini tisti, ki opravljajo 
večino celičnega dela [1]. Pri celičnem signaliziranju so udeleženi kot receptorji, so 
katalizatorji metaboličnih reakcij, vežejo različne ligande, prenašajo snov po celici in v 
jedro celice, nadzorujejo celično delitev in odpravljajo poškodbe DNA, kot hormoni 
prenašajo sporočila po telesu in kot protitelesa ščitijo telo pred tujki. Vloga proteina v 
celici in njegova katalitična dejavnost sta bili dolgo vezani na strukturirano in dobro 
definirano terciarno strukturo polipeptidne verige, saj so tako razlagali specifičnost 
encimov [2]. Težave s kristalizacijo določenih proteinov in odsotnost delov proteinov v 
kristalnih strukturah so počasi začele spreminjati naš pogled na strukturo proteinov in 
njihove funkcije v celici [1]. Pomembni tehniki za preučevanje takšnih proteinov sta 
NMR in CD-spektroskopija [3]. 
1.1 Intrinzično neurejeni proteini (IDP) 
1.1.1 Splošne značilnosti IDP 
IDP se od globularnih proteinov razlikujejo po urejenosti strukture v raztopini. Medtem 
ko se globularni proteini strukturirajo zaradi hidrofobnega jedra v proteinu, ostanejo IDP 
nestrukturirani. To je posledica njihove aminokislinske sestave [1, 2]. Glavna strukturna 
značilnost IDP je, da ne tvorijo terciarne strukture, lahko pa vsebujejo sekundarno 
strukturo, npr. α-vijačnico [3]. Tudi v najbolj razvitih stanjih težijo k oblikovanju lokalnih 
elementov sekundarne strukture [4]. Njihovo aminokislinsko zaporedje zaznamujeta 
nizka vsebnost velikih hidrofobnih aminokislin (Val, Leu; Ile, Met, Phe, Trp in Tyr) ter 
visok delež določenih polarnih in nabitih aminokislin (Gln, Ser, Pro, Glu in Lys) [4]. 
Najpogostejša aminokislina v IDP je glutaminska kislina [2]. Prva skupina aminokislin 
prispeva k strukturni urejenosti proteinov, druga skupina pa vodi do neurejene strukture 
proteinov. Odsotnost velikih hidrofobnih aminokislinskih ostankov v aminokislinskem 
zaporedju IDP onemogoča nastanek hidrofobnega jedra v proteinu, ki je osnova za 
nastanek strukturirane domene pri globularnih proteinih. Zaradi njihove neurejene 
strukture so IDP v središču pomembnih interakcijskih omrežij proteinov, v katerih lahko 
en protein stopi v stik z več različnimi proteini [1, 2]. Na fiziološki pomen neurejenosti 
proteinov kaže tudi podatek, da 44-odstotkov človeških proteinov vsebuje neurejene dele, 
ki so daljši od trideset aminokislinskih ostankov [2]. 
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Na strukturiranost IDP pa ne vplivajo le hidrofobni aminokislinski ostanki. Pomanjkanje 
cisteina pomembno prispeva k neurejenosti, saj lahko aminokislina tvori disulfidne vezi, 
ki stabilizirajo celotno strukturo proteina. Prolin ni naklonjen tvorbi toge sekundarne 
strukture in teži k tvorbi fleksibilnega konformacijskega motiva PPII. Motiv vsebuje manj 
intramolekulskih interakcij, zaradi česar je struktura manj stabilizirana in lahko preide v 
druge konformacije. Prehod motiva v β-strukturo lahko vodi do tvorbe agregatov, vendar 
visok neto naboj in nizka hidrofobnost IDP to preprečita. Prav tako prolin ni značilen za 
β-strukturo. 
IDP vsebujejo intrinzično neurejene regije (IDR), ki jih glede na aminokislinsko zgradbo 
razdelimo v tri skupine: polarni trakti, polielektroliti in poliamfoliti [2]. Aminokislinsko 
zaporedje polarnih traktov je obogateno s polarnimi aminokislinami, kot so Gln, Asn, Ser, 
Gly in Pro, ter osiromašeni z nabitimi in hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki. Tvorijo 
kompaktno strukturo z majhno vsebnostjo sekundarne strukture. Zaradi kompaktne 
strukture je zmanjšana njihova stična površina s topilom, kar lahko vodi do agregacije 
IDR in zmanjšanja topnosti proteina. Polielektroliti imajo aminokislinsko zaporedje 
bogato z aminokislinskimi ostanki enega tipa npr. z Arg ali Glu/Asp. Takšne regije težijo 
k tvorbi nestrukturiranih konformacij, reverzibilno prehajanje med njimi pa lahko 
uravnavamo s spreminjanjem naboja na aminokislinski ostanek. S posttranslacijskimi 
modifikacijami (PTM), npr. fosforilacijo ali acetilacijo, lahko encimi reverzibilno 
vplivajo na prehod med globularno in iztegnjeno obliko proteina. Največjo skupino IDR 
tvorijo poliamfoliti. Njihova struktura je odvisna od razporeditve nasprotno nabitih 
aminokislinskih ostankov v zaporedju. Kadar so nasprotno nabiti aminokislinski ostanki 
ločeni v zaporedju, potem nastanejo zaradi elektrostatičnega privlaka lasnice ali 
globularna struktura. Če so nasprotno nabiti aminokislinski ostanki premešani v 
zaporedju, se elektrostatični privlak in odboj izničita, pri čemer nastane naključen 
klobčič. Za IDR so značilne kratke tandemske ponovitve in kar 96-odstotkov 
poliserinskih in poliglutamatnih ponovitev leži znotraj le-teh [2]. 
IDR se nahajajo v proteinih, ki so tarča hitre razgradnje, saj tvorijo fleksibilen in lažje 
dostopen del proteina [5]. Razgradnja proteina omogoča hiter in natančen odziv celice na 
spremembe v okolici. V evkariontskih celicah je razgradnja proteinov natančno 
regulirana in jo izvajajo proteasomi kot odgovor na ubikvitinacijo proteina ali druge 
signale. Napačno zviti proteini v celici so tarča razgradnje, za kar naj bi bila odgovorna 
prisotnost raztopljenih hidrofobnih aminokislinskih ostankov. Pogosto so udeležena tudi 
aminokislinska zaporedja PEST, ki so bogata s temi aminokislinskimi ostanki in se 
pogosto nahajajo v IDR. Pomanjkanje hidrofobnih ostankov v IDP ohranja njihovo 
neurejenost in poveča njihovo življenjsko dobo v celici [4]. 
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1.1.2 Vloga IDP v celici 
IDP nimajo encimske aktivnosti, saj je toga struktura pogoj za ustrezno prostorsko 
razporeditev aminokislinskih ostankov v aktivnem mestu [3]. Sodelujejo pri nadzoru 
celičnega cikla ter transkripcije in translacije [3–5]. IDR so pogosto tarča PTM, kar vpliva 
na aktivnost proteina v celici [2]. V IDR se nahajajo kratki linearni motivi dolžine 3–10 
aminokislinskih ostankov, ki omogočajo interakcijo s strukturiranimi domenami drugih 
proteinov in določajo vlogo IDP v celici. Kratki linearni motivi usmerijo proteine v 
določene celične razdelke, zberejo encime za PTM, nadzorujejo stabilnost proteina in 
zberejo vezavne faktorje za nastanek različnih kompleksov [2]. Delimo jih v dve skupini: 
mesta, kjer potekajo encimske modifikacije proteina, in vezavne motive. Prva skupina 
veže encime in se deli na tri podskupine. Pri prvi poteka cepitev proteina preko proteolize, 
pri drugi posttranslacijska odstranitev ali dodajanje molekul na aminokislinske ostanke 
in pri tretji nastanejo spremembe peptidnega ogrodja. Vezavne motive delimo na tri 
podskupine. Prva podskupina predstavlja ogrodje za vezavo partnerjev in spodbuja 
nastanek kompleksov. Motivi za sidranje, s posredovanjem dodatnih vezavnih površin za 
tarčne encime, povečajo specifičnost in učinkovitost PTM. Tretja podskupina so motivi 
za ciljanje, ki lokalizirajo proteine v različne celične razdelke. Prva in druga podskupina 
vezavnih motivov omogočata, da IDP stopijo v stik z vezavnimi partnerji in nastanejo 
različni kompleksi. 
Glede na vlogo v celici delimo IDP na šest skupin. To so entropijske verige, stikala, 
šaperoni, efektorji, združevalci in lovilci [2]. Entropijske verige se za svoje delovanje ne 
strukturirajo. V proteinih tvorijo fleksibilne povezovalce, ki omogočajo relativne premike 
domen, in vmesnike, ki določajo razdaljo med domenama. Na stikalih se dogajajo PTM, 
ki vplivajo na stabilnost, presnovo, interakcije in lokalizacijo proteina v celici. 
Fleksibilnost IDP olajša nastanek PTM, saj tvori prehodne, a specifične interakcije s 
katalitičnimi mesti encimov. Mesta za PTM so pogosto znotraj kratkega linearnega 
motiva v IDR. Šaperoni so proteini, ki pomagajo drugim proteinom, da dosežejo 
funkcionalno zvito stanje. IDP lahko svojo strukturo prilagodijo različnim vezavnim 
partnerjem, kar je glavna lastnost šaperonov. Nespecifične interakcije različnih 
konformacij IDP s tarčnim proteinom podaljšajo življenjsko dobo kompleksa, s čimer se 
poveča verjetnost za vezavo specifične konformacije IDP in nastanek stabilnega 
kompleksa. Daljša življenjska doba kompleksa zaradi nespecifičnih interakcij z razvitim 
tarčnim proteinom poveča njegovo topnost in prepreči agregacijo proteina. Ob vezavi 
IDP na nepravilno zviti protein se šaperon lokalno zvije, tarčni protein se pa razvije, s 
čimer se lahko slednji pravilno zvije [4]. Efektorji stopijo v stik z drugimi proteini in 
spremenijo njihovo aktivnost. IDP lahko z različnimi IDR vpliva na dele istega tarčnega 
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proteina preko kompetitivne interakcije ali alosterične modulacije. Združevalci združijo 
s pomočjo IDR različne vezavne partnerje v prostoru in omogočijo nastanek proteinskih 
kompleksov, npr. ribosomov in transkripcijskih kompleksov. IDR prepozna vezavne 
partnerjev in ohrani odprto strukture ob njihovi vezavi, s čimer se vezavni partnerji 
sterično ne ovirajo. Lovilci shranijo in nevtralizirajo majhne ligande. 
1.1.3 Interakcije IDP z vezavnimi partnerji 
IDP za stik z vezavnimi partnerji uporabljajo IDR. Interakcije IDR z vezavnimi partnerji 
naj bi bile kombinacija izbire ustrezne konformacije IDR in induciranega zvitja [2]. Pri 
izbiri ustrezne konformacije IDR se vezavni partner veže na točno določeno konformacijo 
IDR, kar premakne ravnotežje med različnimi konformacijami IDR v smeri najbolj 
ugodne konformacije za vezavo. Vezava partnerja namreč zmanjša prisotnost ustrezne 
konformacije IDR v raztopini. Pri induciranem zvitju se IDP ob vezavi s partnerjem 
strukturira. IDR v raztopini brez vezavnega partnerja zavzema konformacije, ki so 
podobne tistim v kompleksu s tarčo. Njihova odprta struktura se v kompleksu večinoma 
ohrani, le lokalno pride do prehoda iz neurejene v urejeno strukturo. Konformacija IDR 
je odvisna od interakcijskega partnerja in ne od njenega aminokislinskega zaporedja. 
Interakcije vezavnih partnerjev z linearnimi motivi v IDR imajo v splošnem nizko 
afiniteto zaradi omejene vezavne površine, zato velike in okorne PTM zelo vplivajo na 
njihove vezavne lastnosti. Zaradi tega delujejo linearni motivi pogosto kot molekulska 
stikala v IDP [2]. Ponovitev različnih linearnih motivov v IDP poviša jakost interakcij in 
vezavo različnih partnerjev, čemur pravimo vezavna promiskuiteta [3]. 
Zvitje ob vezavi je pogost pojav IDP, ki preidejo ob vezavi na tarčo v bolj urejeno stanje 
(slika 1) [3, 4]. Ta proces lahko vključuje le nekaj aminokislinskih ostankov ali pa celotne 
domene proteinov. Pogosto nastane kompleks z veliko specifičnostjo in relativno nizko 
afiniteto, kar je primerna značilnost za prenos signala v celici, kjer se morajo proteini na 
začetku signalizacije specifično združiti in na koncu signalizacije spet razdružiti. 
Obstajajo tudi primeri, kjer ima kompleks vrednost Kd v območju pM [6]. PTM ugodno 
vplivajo na vezavo partnerja in nastanek kompleksa [5]. Pri prehodu IDR v α-vijačnico 
se proteinu zelo zmanjša entropija, s čimer se zmanjša vezavna afiniteta nefosforiliranega 
proteina do partnerja. Pri fosforiliranem proteinu pa lahko fosfatna skupina tvori številne 
vodikove vezi z vezavnim partnerjem, kar kompenzira izgubo entropije in vezava postane 
termodinamično ugodna. Kombinacija velikih in zelo komplementarnih stičnih površin 




Slika 1: Dimer antitoksina Phd preide ob vezavi s partnerjem Doc iz neurejene v strukturirano 
obliko. Temu postopku pravimo zvitje ob vezavi. Nastali kompleks Doc-Phd2-Doc deluje v kot derepresor 
transkripcije in omogoči ponovno izražanje operona phd/doc. Povzeto po [6]. 
1.1.4 Vpliv okolja na strukturo IDP 
Globularni proteini so stabilizirani z nekovalentnimi interakcijami, kot so vodikove vezi, 
hidrofobne interakcije, elektrostatične interakcije in Van der Waalsove interakcije [7]. 
IDP primanjkuje velikih hidrofobnih in aromatičnih aminokislinskih ostankov, ki bi 
tvorili hidrofobno jedro proteina [4]. Obogateni so z aminokislinskimi ostanki, ki 
omogočajo nastanek različnih, zelo dinamičnih struktur IDP, ki lahko prehajajo iz ene v 
drugo obliko [4, 7]. Pri fizioloških pogojih so IDP iztegnjeni zaradi močnega 
elektrostatičnega odboja aminokislinskih ostankov in majhne hidrofobne privlačnosti v 
proteinu. 
Na strukturo večjih IDP vpliva več dejavnikov: denaturanti, temperatura, pH, protiioni, 
vezavni partnerji, osmoliti in prisotnost drugih makromolekul [7]. Temperatura sproži pri 
številnih iztegnjenih IDP odziv »turned out«. Pri nizkih temperaturah imajo proteini 
razvito strukturo, z višanjem temperature pa pride do nastanka sekundarne strukture. Ta 
proces je popolnoma reverzibilen. Zvitje proteina pri višji temperaturi naj bi bilo 
posledica povečane moči hidrofobnih interakcij znotraj IDP. Učinek pH se izrazi pri 
povišanju ali znižanju pH. Protein vsebuje pri nevtralnem pH velik istoimenski naboj, 
zaradi česar se aminokislinski ostanki medsebojno odbijajo. Sprememba pH zmanjša 
intramolekulski odboj, kar omogoči nastanek delno zvite konformacije proteina. Protiioni 
zmanjšajo elektrostatični odboj med aminokislinskimi ostanki, kar vodi do nastanka bolj 
strukturiranega IDP. Na strukturo IDP vplivata ionska moč in vrsta iona [8]. Gostota 
naboja ali valentnost iona ne vplivata na njegovo strukturo. Vpliv zvrsti ionov na 
strukturne spremembe IDP sledi Hofmeistrovi vrsti, ki se pokaže že pri nizkih, 
hipotoničnih koncentracijah soli. Hofmeistrova vrsta je kvalitativna razvrstitev ionov na 
osnovi sposobnosti izsoljevanja proteina iz vodne raztopine [9]. V Hofmeistrovi vrsti so 
 6 
 
kationi in anioni razdeljeni na kozmotrope in kaotrope [10]. Kozomotropi uredijo več 
plasti vode okoli sebe, s čimer odtegnejo vodo topljencu in so učinkoviti pri izsoljevanju. 
Kaotropi te sposobnosti nimajo in niso učinkoviti pri izsoljevanju. Prisotnost velike 
množine makromolekul v raztopini zelo omeji količino proste vode ter vodi do tvorbe 
nespecifičnih interakcij s topljencem [11]. Prostor v raztopini, ki ga v danem trenutku 
zasede makromolekula, za druge molekule ni dostopen, saj se dve molekuli ne moreta 
nahajati na istem mestu ob istem času. Termodinamičnim posledicam tega dejstva 
pravimo učinek izključenega volumna. Okolju, v katerem so prisotne velike množine 
makromolekul, npr. v celici, pravimo nagneteno okolje. IDP se v nagnetenih okoljih 
različno obnašajo in jih delimo na dve skupini: IDP, ki so se sposobni zviti v natlačenih 
okoljih in IDP, ki se v nagnetenih okoljih ne zvijejo. IDP se najverjetneje strukturirajo, 
ker se jim zaradi nagnetenega okolja zmanjša število možnih konformacij v raztopini 
(zmanjšanje entropije), kar se kompenzira z nespecifičnimi interakcijami z 
makromolekulami v njihovi okolici. Znotraj proteina namreč prevladujejo odbojne 
interakcije. Zaradi prisotnosti velike množine makromolekul in nespecifičnih interakcij z 
IDP se makromolekule povprečno nahajajo ves čas v bližini IDP, s čimer omejijo odboj 
znotraj IDP in se ohrani delno strukturiran protein. Pri večjih IDP je tudi vsebnost 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov večja, kar dodatno stabilizira njihovo strukturo. 
IDP, ki se v nagnetenem okolju niso sposobni zviti, ostanejo nestrukturirani in potrebujejo 
za zvitje vezavne partnerje. Za to je najverjetneje odgovorno različno aminokislinsko 




1.2 Antitoksin Phd 
1.2.1 Odvisnostni operon P1 
 
Slika 2: Delovanje in regulacija operona phd/doc v bakteriji. Vezava kompleksa Phd2-Doc-Phd2 na 
operatorsko mesto v operonu zavira izražanje le-tega, čemur pravimo negativna samoregulacija. Na prosta 
konca dimerov Phd se lahko preko visoko afinitetnih mest vežeta dodatna toksina Doc. Ko razmerje 
[Doc]:[Phd] preseže ena, se presežek toksina veže z visoko afinitetnim mestom na represorski kompleks in 
izpodrine nizko afinitetno mesto, zaradi česar represorski kompleks razpade. To povzroči derepresijo 
operona in njegovo ponovno izražanje. Ob razgradnji antitoksina Phd se sprosti toksin Doc, ki ustavi sintezo 
proteinov v celici. Povzeto po [12]. 
Operon phd/doc se nahaja na plazmidnem profagu bakteriofaga P1 in je sestavljen iz 
promotorja, operatorja ter genov phd in doc [13]. Operator vsebuje dve vezavni mesti, 
Oln1 in Oln2 [12]. Ime odvisnostni operon izvira iz dejstva, da postane preživetje bakterij 
odvisno od njega [13]. Celice rastejo brez njega ali z njim, a se problem pojavi ob izgubi 
plazmida. Celice »zbolijo« in prenehajo rasti, saj so pridobile fiziološko odvisnost od 
plazmida. Operon vsebuje zapis za toksin Doc in antitoksin Phd, ki tvorita modul TA. 
Moduli TA so povezani s plazmidno stabilnostjo, programirano celično smrtjo, nadzorom 
celične rasti in občutljivostjo bakterij na antibiotike. Antitoksin veže in nevtralizira 
toksin, a je antitoksin Phd v celici nestabilen, saj ga razgrajuje v E. coli kodirana proteaza 
ClpXP [14]. Ob izgubi plazmida in nadaljnji proteolizi antitoksina se njegova 
koncentracija ne more več obnavljati, s čimer se sprosti toksin Doc v celici, ki zaustavi 
celično delovanje. Odvisnostni operon P1 je pod nadzorom negativne samoregulacije 
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(slika 2) [12]. To je značilnost modulov TA tipa II ter služi kot odziv bakterije na 
spremembe v okolju in zaščita celice pred toksini [6]. Antitoksin se veže kot dimer na 
operatorski zaporedji v promotorski regiji operona P1 in s tem inhibira transkripcijo. 
Vezava toksina posreduje kooperativne interakcije med obema antitoksinoma v 
kompleksu Phd2-Doc-Phd2, ki sta vezana na mesti operatorja, kar ojača represijo operona. 
Odvisno od razmerja [Doc]:[Phd] deluje toksin Doc kot represor ali derepresor 
transkripcije, kar imenujemo pogojna kooperativnost [12, 15]. 
1.2.2 Struktura in funkcija antitoksina Phd 
Protein Phd je antitoksin, sestavljen iz triinsedemdesetih aminokislinskih ostankov 
(slika 3) [13]. Razdeljen je na N-konec, ki se veže na operatorski mesti operona in vsebuje 
mesto dimerizacije, ter C-konec, ki veže toksin in inhibira njegovo delovanje [12, 15]. 
C-konec poleg tega deluje preko IDR kot šaperon, ki prepreči dimerizacijo in inaktivacijo 
toksina Doc [16]. Približno 45-odstotkov strukture čistega proteina Phd predstavlja 
α-vijačnica [12]. Protein Phd se v raztopini nahaja v različnih konformacijah [15]. 
 
Slika 3: Aminokislinsko zaporedje antitoksina Phd. Povzeto po [17]. 
N-konec antitoksina (aminokisline 1-51) vsebuje različne sekundarne strukture, ki mu 
omogočajo vezavo na DNA in dimerizacijo. DNA-vezavna domena je urejena po 
zaporedju βααββα [12]. DNA-vezavni motiv je sestavljen iz β-traka β1 ter α-vijačnic α1 
in α2. β1-trak in α2-vijačnica omejujeta α1-vijačnico, ki se veže v veliki žleb DNA, pri 
čemer postaneta α2-vijačna- in DNA-os skoraj vzporedni. β-lasnica, ki povezuje 
β-trakova β2 in β3, tvori dodatne interakcije z majhnim žlebom. Operatorsko mesto Oln1 
predstavlja zaporedje GTGTACAC, na katerega se veže α1-vijačnica [12]. 
Aminokislinski ostanki Phe6, Arg7, Arg10 in Gly11 iz α1-vijačnice prepoznajo zaporedje 
GTGT. Ti aminokislinski ostanki predstavljajo elektropozitivno področje z nepolarnim 
pasom. Phe6 in Gly11 tvorita Van der Waalsove stike z metilnima skupinama timinov T6 
in T8, medtem ko tvorita Arg7 in Arg10 vodikove vezi z gvaninoma G5 in G7. Vsi ostali 
nukleotidi vezavnega mesta GTGTACAC tvorijo stik z antitoksinom preko fosfatnega 
ogrodja. Mesto dimerizacije sestavljata monomera Phd in je β-struktura iz šestih β-trakov. 
α3-vijačnica se nahaja na stičišču med obema koncema proteina in se nadaljuje proti 
C-koncu antitoksina Phd. Na tem mestu se oba konca proteina prekrivata, kar se kaže tudi 
v vlogi α3-vijačnice kot prenašalca alosteričnih sprememb s C- na N-konec proteina ob 
vezavi toksina Doc [13]. Mutacije v α3-vijačnici ne vodijo do ojačane represije operona 
 9 
 
z antitoksinom v prisotnosti toksina Doc glede na afiniteto vezave v njegovi 
odsotnosti [15]. Znotraj N-konca antitoksina ločimo dva hidrofobna jedra [15]. 
Interakcije β3-trakov (Ala36-Ser40) iz obeh monomerov z α-vijačnicama α1 in α2 
predstavljajo večino hidrofobnega jedra v proteinu, ki poteka skozi stičišče monomerov 
in je sestavljen iz majhnega števila malih alifatskih aminokislin. V hidrofobnem jedru se 
nahaja relativno velika votlina. α3-vijačnici iz obeh monomerov tvorita s križanjem pod 
kotom 60° majhno sekundarno hidrofobno jedro. Interakcije med Tyr47 in Phe44 
monomernih podenot ter intermolekulski slani mostiček med Glu25 in Lys48 dodatno 
stabilizirajo dimer Phd. 
C-konec antitoksina (aminokisline 52-73) je IDR in v odsotnosti toksina Doc ne tvori 
strukture. Ob vezavi toksina pride do zvitja domene v α-vijačnico[12, 18]. Antitoksin Phd 
in toksin Doc tvorita heterotrimerni kompleks [19]. α-vijačnica je povezana in 
stabilizirana s sekundarnim hidrofobnim jedrom v N-koncu antitoksina. Nevezan 
C-konec tvori v raztopini različne konformacije [15]. Ravnotežje med njimi se ob vezavi 
partnerja premakne v smer bolj urejene strukture N-konca, kar sklopi stabilizacijo 
proteina in ojačitev represije operona. V raztopini je namreč na N-koncu ohranjena le 
β-struktura, ki je potrebna za dimerizacijo. Vijačnice so razvite in tvorijo lasnice. 
Stabilizacija majhnega hidrofobnega jedra torej premakne ravnotežje v smeri zvitega 
stanja, ki je primerno za vezavo na DNA. C-konec deluje kot nevtralizacijska domena, ki 
prekrije del ATP-vezavnega mesta na toksinu Doc [6]. α-vijačnica antitoksina ima blizu 
C-konca ohranjene glutamatne ostanke, ki s steričnim oviranjem onemogočijo ustrezno 
vezavo ligandov na toksin Doc. 
Toksin Doc zaustavi rast celice E. coli na reverzibilen način s ciljanjem sinteze 
proteinov [18]. Po cepitvi bakterije se zaradi proteolize antitoksina in odsotnosti operona 
toksin sprosti iz represivnega kompleksa in ubije hčerinsko celico. Toksin Doc deluje kot 
kinaza, ki inhibira bakterijsko translacijo s fosforilacijo Thr382 na elongacijskem faktorju 
EF-Tu, ki ne more več vezati aminoacilirane tRNA [20, 21]. Po navadi privede EF-Tu 
aminoacilirano tRNA na ribosomsko mesto A kot kompleks EF-Tu-GTP-aminoacilirana 
tRNA. Pri bakterijah vrši toksin funkcijo, podobno apoptozi oz. programirani celični 
smrti pri evkariontih. Toksin Doc veže nestrukturiran C-konec proteina Phd, ki se v 
procesu komplementacije zvitja zvije v α-vijačnico in inhibira aktivnost toksina [18]. 
Pregib v α-vijačnici Phd le-to razdeli na N-končni hidrofobni del (aminokisline 54-62) in 
C-končni, pretežno negativno nabiti del (aminokisline 64-73). C-konec ima samo en 
hidrofobni ostanek (Leu70) [18]. Inhibitorna α-vijačnica je v toksin Doc lahko vključena 
kot njegova N- ali C-končna α-vijačnica, lahko je pa del partnerskega proteina npr. 
antitoksina Phd [6]. Monomerni toksin Doc ima dve vezavni mesti H in L, ki prepoznata 
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C-konec proteina Phd v določenih konformacijah in povežeta dva dimera Phd [15]. Mesti 
se razlikujeta po hidrofobnosti, velikosti stične površine z antitoksinom in konformaciji, 
ki jo zavzame Phd ob vezavi nanju. Ob vezavi dveh dimerov Phd se skrije približno 
25-odstotkov površine Doc. Mesto H sestavljajo α-vijačnice α1, α4 in α5 ter zanka α4-α5, 
ki vežejo aminokislinsko zaporedje antitoksina Phe56-Arg73 in tvorijo najbolj obsežen 
stik z antitoksinom. α4-vijačnica tvori dno vezavnega žleba in je obdana z α1-vijačnico 
na eni ter z zanko α4-α5 na drugi strani [18]. Vezavni žleb vsebuje veliko število pozitivno 
nabitih aminokislinskih ostankov (Arg2, Arg19, Lys73, Arg74, Arg85 in Arg86), ki 
obdajajo hidrofobno središče. Vezavni žleb tvori pozitivno liso na drugače negativno 
nabiti površini toksina [15]. Negativno nabiti ostanki Phd (Glu55, Asp61 in Asp64) 
tvorijo ugodne interakcije s pozitivnimi ostanki vezavnega žleba (Arg19 in Arg85) [18]. 
Aminokislinski ostanki antitoksina Leu52, Phe56 Leu59 in Phe60 tvorijo s toksinom Doc 
najbolj obsežne stike [15]. Izpostavljeni hidrofobni ostanki Doc za vezavo Phd bi lahko 
bili evolucijski ostanek prenosa α-vijačnice iz toksina na DNA-vezavno domeno [6, 18]. 
Mesto L se nahaja na nasprotni strani Doc in je sestavljeno iz zank α1-α2 in α5-α6 ter 
α-vijačnic α2 in α3 [15]. Mesto L tvori plitvo hidrofobno vdolbino na površini proteina 
in veže zaporedje antitoksina Leu52-Thr62. Vezavno mesto L je ograjeno s pozitivno 
nabitimi ostanki Asp28, Arg31, Arg38, Arg42 in Arg64, ki tvorijo interakcije s 
hidrofilnim delom C-konca Phd in veže α-vijačnico na površino Doc. Celotna zakopana 
površina v kompleksu je veliko manjša kot pri vezavnem mestu H, kar vodi do razlike v 
afinitetah med vezavnima mestoma in antitoksinom Phd. Vezavni mesti se med seboj ne 
prekrivata. 
Vezava antitoksina Phd na operatorski mesti operona je ugodna le, kadar je prisoten 
toksin Doc [12]. Če toksina ni, je vezava dimerov neugodna in ne pride do popolne 
represije izražanja operona. Razlog za to je prisotnost IDR, ki nima določene 
konformacije. Vezava dimera Phd na prvo vezavno mesto je neovirana in neurejeni 
C-konec lahko zavzame poljubno konformacijo. Vezava drugega dimera je pa omejena 
ravno zaradi te svobode konformacij že vezanega dimera. Pri hkratni vezavi dimerov Phd 
bi namreč prišlo do steričnega oviranja med C-konci dimerov. Za sočasno vezavo bi 
morala dimera omejiti število konformacij C-koncev, da se ne bi medsebojno ovirala. To 
zmanjšanje entropije, ki je termodinamično neugodno, imenujemo entropijska ovira. 
Posledica le-te je pojav negativne kooperativnosti ob vezavi dimerov. Negativna 
kooperativnost je več kot le medsebojni elektrostatični odboj regij IDR dveh dimerov 
Phd [12]. Je namreč sorazmerna s stopnjo neurejenosti IDR in se odziva na okoliške 
dejavnike, kot so ioni, temperatura in vezava ligandov ali partnerjev. Ob vezavi toksina 
Doc na dimera Phd se negativna kooperativnost spremeni v pozitivno, kar privede do 
ojačane represije operona. Pri tej interakciji sta udeleženi vezavni mesti L in H na toksinu 
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Doc (slika 2) [15]. Toksin povzroči zvitje IDR antitoksina Phd v α-vijačnico in preko 
alosteričnega prenosa stabilizira N-konec antitoksina, vendar natančnejše dogajanje in 
vpliv na strukturo zaenkrat nista znana. Dodatna vezavna mesta na dimerih Phd delujejo 
kot pufer, ki vežejo presežek vezavnih mest H na toksinu Doc, kar še dodatno ojača 
represijo [15]. Nasičenje s toksinom Doc pa poteka le do določene meje. Ko razmerje 
[Doc]:[Phd] preseže ena, se pojavi presežek vezavnih mest H, ki tekmujejo z vezavnimi 
mesti L v kompleksu. Zaradi višje afinitete izpodrinejo nizko afinitetna vezavna mesta L 
in represivni kompleks razpade. Nastali kompleks Doc-Phd2-Doc (slika 1) se zaradi toge 
strukture in posledičnega steričnega oviranja ne more vezati na operatorski mesti [15]. To 
omogoči transkripcijo operona in nastanek dodatnih antitoksinov za zaščito celice. 
Preklop delovanja toksina Doc iz korepresorja v derepresorja se imenuje pogojna 







2 Namen dela 
Antitoksin Phd spada med IDP in v raztopini zavzame različne konformacije od neurejene 
do delno zvite strukture. Na prehode med konformacijami vplivajo različni okoliški 
dejavniki. To so temperatura (T), ioni ([I]), koncentracija Phd (c). S poskusi smo želeli 
preučiti vpliv teh dejavnikov na strukturiranje proteina pri pH nad pI antitoksina Phd. 
Spremembam v strukturi proteina Phd smo sledili s CD-spektroskopijo, s katero zaznamo 
nastanek α-vijačnic pri strukturiranju proteina Phd, z DSC smo pa določili nekatere 




↔   [𝑆]
𝑇,[𝐼],𝑐
↔   [𝐷] 
Predvidevamo, da preide strukturiran dimer Phd preko strukturiranega monomera v 
nestrukturiran monomer in obratno. Na osnovi sheme smo postavili naslednje hipoteze: 
 prehodi med stanji proteina so v dinamičnem ravnovesju in reverzibilni, saj je 
protein relativno majhen in vsebuje aminokislinske ostanke, ki ne težijo k 
agregaciji; 
 povišanje koncentracije proteina Phd premakne ravnotežje v smeri najbolj 
stabilne oblike proteina Phd; predvidevamo, da je strukturiran dimer najbolj 
ugodna in stabilna oblika proteina; 
 protiioni stabilizirajo in strukturirajo protein Phd, saj senčijo negativno nabite 
aminokislinske ostanke v proteinu; učinek je večji pri višjih koncentracijah soli in 
pričakujemo razlike v konstantah ravnotežja glede na protein v odsotnosti soli, saj 
lahko protein tvori ugodne interakcije z ioni; 
 visoka temperatura premakne ravnotežje v smeri nestrukturiranega monomera; 
pričakujemo, da se bo protein z naraščajočo temperaturo v splošnem denaturiral, 







3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
3.1.1 Protein Phd 
Sintetiziran protein Phd smo dobili od skupine dr. Remyja Lorisa, VIB-VUB Center za 
strukturno biologijo z Univerze Vrije v Bruslju, Belgija. Dr. Remy Loris je tudi objavil 
protokol za čiščenje in kristalizacijo antitoksina Phd [22]. Protein je bil raztopljen v 
20 mM fosfatnem pufru s koncentracijo 1 mg/mL in shranjen v zmrzovalniku pri -80 °C. 
Volumen raztopine je bil 2 mL. Aminokislinsko zaporedje monomera smo pridobili iz 
podatkovne baze Uniprot, kjer je protein shranjen pod kodo Q06253 in imenom 
PHD_BPP1 [17]. S pomočjo spletnega orodja ProtParam (ExPASy) smo monomeru 
določili nekaj parametrov, ki so zbrani v tabeli 1 [23]. 
Tabela 1: Lastnosti monomera Phd, določene s spletnim orodjem ProtParam. 
Nak 73 
M 8133,10 g/mol 
teoretični pI 5,08 
ε 1490 M-1 cm-1 
A 0,1% (=1 g/L) 0,183 
 
Za molekulsko maso monomera smo uporabili vrednost 8030 Da, kjer je povprečna masa 
aminokisline 110 Da [24]. Za molekulsko maso monomera pomnožimo število 
aminokislin s povprečno maso aminokisline. Pri dimeru Phd so vsi podatki dvakrat večji, 
razen pI ostane isti. Na ta način smo lažje računali na kalkulator, brez da bi si morali 
zapomniti natančno molsko maso, ki jo je izračunal program ProtParam. Prav tako je 
razlika med vrednostma molekulskih mas le dober odstotek, kar nima vpliva na 
natančnost analiziranih podatkov. 
3.1.2 Dializni pufer Tris 
Za izvedbo poskusov smo uporabili 20 mM pufer Tris pH 7,5. Tris ima molsko maso 
121,136 g/mol in pKa 8,07 pri 25 °C [25]. Ustrezno maso soli Tris smo prenesli v čašo z 
volumnom en liter in jo raztopili v 500 mL destilirane vode. Raztopino Tris smo 
konstantno mešali z magnetom s hitrostjo 150 rpm in merili pH s pH-metrom. Pred 
meritvijo pH smo pH-meter umerili v eni točki s fosfatnim pufrom pH 6,8, ki ima 
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pKa2 7,2 [26], pri čemer smo upoštevali sobno temperaturo, saj se pH spreminja s 
temperaturo raztopine. Na začetku je bil pH raztopine okoli 10, zato smo uporabili HCl, 
da smo znižali pH na 7,5. Pri tem smo po korakih dodajali kislino, da ne bi prekoračili 
pH 7,5. Protein Phd ima pri pH 7,5 več negativno kot pozitivno nabitih aminokislinskih 
ostankov, zato ima protein negativen naboj. S kislino dodajamo v raztopino le negativno 
nabite anione, ki se ne vežejo na Phd. Če bi morali z bazo, npr. NaOH, povišati pH, bi to 
že bil dodatek kationov, ki lahko vežejo negativno nabiti protein. Izbira kisline HCl je 
bila pomembna tudi za nadaljnjo titracijo proteina s solmi z različnimi kationi, kjer je 
prisoten kloridni anion, s čimer v raztopino ne vnašamo različnih anionov. Ko je raztopina 
v čaši dosegla pH 7,5, smo jo skupaj z magnetom prenesli v merilno bučko velikosti 2 L 
ter dolili skoraj do črte z destilirano vodo. S pH-metrom smo še enkrat preverili pH 
raztopine in po potrebi dodali HCl. Ko smo dosegli pH 7,5, smo dodali destilirano vodo 
do črte in merilno bučko zamašili s čepom, da bi preprečili izhlapevanje in koncentriranje 
dializnega pufra. 
3.1.3 Založne raztopine soli 
Za titracijske poskuse in toplotno denaturacijo proteina Phd z določeno koncentracijo soli 
smo pripravili založne raztopine soli z ustreznimi koncentracijami. Soli so raztopljene v 
istem dializnem pufru kot protein Phd po dializi. Omejujoči faktorji pri pripravi založnih 
raztopin soli so bili: končni volumen merilne kivete, želena končna koncentracija proteina 
Phd in topnost soli. Vsi trije problemi so med seboj povezani. Količina proteina, ki ga 
dializiramo, omejuje končno koncentracijo v merilni kiveti. Problemu smo se izognili 
tako, da smo odtalili dovolj veliko količino proteina Phd. Končni volumen v merilni kiveti 
predstavlja vsoto volumnov dializiranega proteina Phd in volumen raztopine soli. Dodana 
raztopina soli mora biti koncentrirana za faktor redčenja glede na končno koncentracijo. 
Omejujoč faktor pri pripravi zelo koncentrirane raztopine soli je topnost le-te pri določeni 
temperaturi. Nad maksimalno koncentracijo nasičenja se pri določeni temperaturi sol 
prične nazaj kristalizirati in koncentracija soli se ne povečuje več. Zato smo z 
upoštevanjem topnosti soli določili končno koncentracijo soli v merilni kiveti in faktor 
redčenja. Preostali volumen je predstavljal protein Phd, ki je bil za faktor redčenja bolj 
koncentriran kot končna koncentracija proteina. Na primer koncentriran NaCl, ki ima 
topnost 360 g/L, pri sobni temperaturi tvori približno 6 M raztopino [27]. Če je končni 
volumen 300 µL in končna koncentracija NaCl 1 M, potem je faktor redčenja šest. V 
merilno kiveto moramo dodati torej eno šestino končnega volumna ali 50 µL raztopine 
NaCl. Preostali volumen 250 µL predstavlja protein Phd. Če je volumen proteina manjši 
od 250 µL, razliko dopolnimo z dializnim pufrom. Za preračunavanje potrebnih 
koncentracij in volumnov raztopin si pomagamo s splošno enačbo 1. 
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 𝑐𝑧 × 𝑉𝑧 = 𝑐𝑘 × 𝑉𝑘 (1) 
Maso soli, ki je potrebna za pripravo določenega volumna raztopine soli z določeno 
koncentracijo, nato izračunamo po enačbi 2. 
 𝑚𝑠 = 𝑐𝑠 ×𝑀𝑠 × 𝑉𝑝 (2) 
Soli, iz katerih smo pripravili založne raztopine, in njihove molske mase so navedene v 
tabeli 2. Molske mase so povzete po embalažah, v katerih so bile soli shranjene. 
Tabela 2: Seznam uporabljenih soli in njihove molske mase. 







3.1.4 Uporabljene naprave in pripomočki 
V tabeli 3 so navedene vse naprave in pripomočki, ki smo jih uporabili pri izvedbi 
poskusov. 
Tabela 3: Seznam uporabljenih naprav in pripomočkov pri poskusih. 
Naprava/pripomoček Model (proizvajalec) 
centrifuga Centrifuge 5424 R (eppendorf) 
UV-Vis 
spektrofotometer 
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific); Cary 100 Bio 
(Varian); Cary 100 UV-Vis (Agilent Technologies) 
CD-spektrofotometer J-1500-150 (JASCO) 
DSC-kalorimeter Nano DSC 60200X (TA Instruments) 
razplinjač Degassing Station 6326 (TA Instruments) 
termostat F25-HE (Julabo) 
magnetni mešalec RotaMix S-10 (Tehtnica); RotaMix SHP-10 (Tehtnica); 
RotaMix SHP-10 (Tehtnica); RotaMix 560 MMH (Tehtnica) 
pH-meter MA 5740 (Iskra) 
tehtnica ATILON ATL-224-I (ACCULAB) 
pipeta Labpette (Labnet) 
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nastavek za pipeto GELoader Tips (eppendorf); Finntip 250 Universal (Thermo 
Scientific), Finntip 1000 (Thermo Scientific); Finntip 1000 
Ext (Thermo Scientific) 
kiveta 110-1-40 (Hellma Analytics); 110-2-40 (Hellma Analytics); 
110-5-40 (Hellma Analytics); 29B/SOG/10 (Starna 
scientific) 
čaša 21 106 54 08 (DURAN) 
bučka 2000 mL (INTOS PULA BORAL); BLAUBRAND 25 mL 
NS 12/21 (BRAND) 
dializna kaseta Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes, 10K MWCO, 3 mL 
(Thermo Scientific) 
mešalni magnet  
stekleni pokrov  
filter za koncentriranje  
injekcija  
igla  
plovec iz stiropora  
mikrocentrifugirke  
 
3.1.5 Uporabljene kemikalije 
Pri poskusih smo uporabili kemikalije, ki so navedene v tabeli 4. 
Tabela 4: Seznam uporabljenih kemikalij pri poskusih. 
Proizvajalec Kemikalija 
Merck NaCl, LiCl, KCl, CsCl 
Sigma-Aldrich Tris, NaI,  
Riedel-De HAËN AG RbCl 
Pharmachem 96-odstotni etanol 
 destilirana voda 
 izopropanol 






3.2.1 Dializa antitoksina Phd 
Pred začetkom poskusov smo morali proteinu Phd s pomočjo dialize zamenjati pufer. 
Protein je bil namreč raztopljen v 20 mM fostatnem pufru, ki smo ga nadomestili z 20 mM 
pufrom Tris. Zamrznjen protein smo pred dializo odtalili pri sobni temperaturi in ga 
centrifugirali dve minuti pri 12.000 rpm, s čimer so se posedle morebitne oborine in 
nečistoče. Centrifugirano tekočino smo z injekcijo prenesli v dializno kaseto, nanjo 
pripeli plovec iz stiropora in pomočili v čašo s 700 mL dializnega pufra Tris. Čašo smo 
postavili na magnetni mešalec in vanjo dali mešalni magnet. Protein smo dve uri 
dializirali pri 200 rpm, nakar smo zamenjali pufer in dializirali naprej. Po dveh urah smo 
še zadnjič zamenjali pufer in po poteku dodatnih dveh ur čašo postavili v hladilnik preko 
noči (4 °C). Za celotno dializo smo torej potrebovali približno 2 L dializnega pufra Tris. 
Naslednji dan smo z injekcijo prenesli protein in dializne kasete v mikrocentrifugirko in 
ga centrifugirali dve minuti pri 12.000 rpm, da so se posedle morebitne oborine. Pufer iz 
čaše po dializi antitoksina Phd smo uporabili za pripravo založnih raztopin soli. 
3.2.2 Določitev koncentracije antitoksina Phd z UV-Vis-spektrofotometrijo 
Iz aminokislinskega zaporedja monomera antitoksina Phd na sliki 3 vidimo, da le-to 
vsebuje en tirozinski ostanek in štiri fenilalanilne ostanke. Za določitev koncentracije 
proteina smo uporabili UV-Vis-spektrofotometrijo, saj aminokisline Trp, Tyr in Phe pri 
valovni dolžini 280 nm najbolj absorbirajo prehajajočo svetlobo [28]. Meritve smo 
izvajali v kiveti z optično potjo 1 cm in dvignjenim dnom. Koncentracijo smo izračunali 
iz izmerjene absorbance raztopine po Beer-Lambertovem zakonu po enačbi 3 [29]. 
 𝐴 = 𝜀 × 𝑙 × 𝑐 (3) 
Pri enačbi smo upoštevali, da se antitoksin Phd nahaja v raztopini v obliki dimera, zato 
smo pri računanju uporabili dvakrat večji ekstinkcijski koeficient ε. Pred in po meritvi 
absorbance smo kiveto očistili, da smo odstranili snovi, ki bi lahko bile prisotne od 
prejšnjih poskusov in bi lahko motile nadaljnje poskuse. Za odsesavanje tekočin smo 
uporabili vodno vakuumsko črpalko. Najprej smo s puhalko sprali kiveto z vodo, ki jo je 
vodna črpalka sproti odsesala. Potem smo kiveto sprali še s 96-odstotnim etanolom ali 
izopropanolom. Z alkoholom ovlaženo kiveto smo prepihali z dušikom, pri čemer je 
alkohol izhlapel in kiveta se je posušila. Pred uporabo smo kiveto z riževim papirjem 
očistili še na zunanji strani in odstranili prstne odtise, ki bi lahko vplivali na meritve. V 
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čisto kiveto smo prenesli raztopino proteina Phd in ji v UV-Vis-spektrofotometru izmerili 
absorbanco, iz katere smo izračunali koncentracijo dimera Phd. 
3.2.3 Koncentriranje antitoksina Phd 
Dializiran protein je bil za naše potrebe preveč razredčen, zato smo ga morali 
skoncentrirati na manjši volumen. Za koncentriranje smo uporabili mikrocentrifugirko, v 
katero smo vstavili ustrezen filter. Filter je vseboval pore velike 8 kDa, s čimer je 
prepuščal molekule manjše od 8 kDa, dimer Phd, velikosti približno 16 kDa, pa filtra ni 
prehajal. Tako se je zaradi izgube vode zmanjšal volumen dializirane raztopine in protein 
se je skoncentriral. V posodico s filtrom smo prenesli po 400 µL dializirane raztopine in 
jo centrifugirali dve minuti pri 15 °C in 12.000 rpm. Raztopino, ki je prešla filter smo 
zavrgli, raztopino v posodici s filtrom pa s pipeto premešali, saj se je v bližini filtra nabral 
dimer Phd. Lokalno koncentriranje proteina bi lahko namreč vodilo do nastanka oborin. 
S pipeto smo homogenizirano raztopino prenesli nazaj v dializirano raztopino. 
Koncentriranje s centrifugiranjem raztopine proteina smo večkrat ponovili, da smo 
zmanjšali volumen raztopine na takšno velikost, kot smo želeli imeti koncentracijo 
antitoksina Phd. Iz ocenjenega začetnega volumna dializirane raztopine, izmerjene in 
izračunane začetne koncentracije antitoksina Phd ter želene končne koncentracije 
proteina Phd smo po enačbi 1 izračunali potreben končen volumen raztopine proteina. 
Koncentracijo dimera Phd smo na koncu preverili z uporabo UV-Vis spektrofotometra v 
1-centimetrski kiveti. 
3.2.4 Določitev sekundarne strukture antitoksina Phd s CD-spektroskopijo 
Linearno polarizirano svetlobo si lahko predstavljamo kot vsoto levo- in desnosučne 
svetlobe istih intenzitet, ki v ravnini, pravokotni na smer gibanja svetlobe, z električnim 
vektorjem vsaka posebej opišeta krog [30, 31]. Njuna vsota predstavlja linearno nihanje 
svetlobe v ravnini. Če cirkularno polarizirano svetlobo pošljemo skozi raztopino, ki 
vsebuje optično aktivna mesta oz. kiralne centre, pride do razlike v absorpciji levo- in 
desnosučne cirkularno polarizirane svetlobe. Temu pojavu pravimo cirkularni 
dikroizem (CD) [31]. CD je definiran kot razlika v absorbanci med levo- in desnosučno 
cirkularno polarizirano svetlobo (enačba 4), ki sledi Beer-Lambertovemu zakonu [30]. 
 ∆𝐴 = 𝐴𝑙 − 𝐴𝑑 = 𝜀𝑙𝑐𝑙 − 𝜀𝑑𝑐𝑙 = ∆𝜀𝑐𝑙 (4) 
Pri prehodu cirkularno polarizirane svetlobe skozi optično aktivno raztopino se 
polarizirani svetlobi zaradi različne absorpcije kiralnih centrov spremeni električni 
vektor, ki je pravokoten na smer gibanja svetlobe [30]. Kot rezultat dobimo vektorsko 
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vsoto, ki opiše eliptično polarizirano svetlobo. Povedano drugače, električna vektorja 
levo- in desnosučne cirkularno polarizirane svetlobe opišeta različno velika kroga, njuna 
vsota pa ne opiše več linearno polarizirane svetlobe, ampak elipso. Kadar kažeta 
električna vektorja različnih cirkularno polariziranih svetlob v isti smeri, predstavlja 
njuna vsota polovico velike osi. Kadar pa kažeta v nasprotni smeri, predstavlja njuna 
razlika polovico majhne osi. Eliptičnost je z razliko v absorbanci povezana preko 
enačbe 5 [30]. 
 𝜃 = 32,98 × ∆𝐴 (5) 
To dejstvo izrablja CD-spektroskopija, ki meri absorbanci levo- in desnosučne cirkularno 
polarizirane svetlobe ter nam poda njuno razliko v obliki eliptičnosti. Eliptičnost je torej 
sorazmerna z meritvami CD-spektrofotometra. CD-spektri pogosto kot signal navajajo 










Z merjenjem CD-spektrov raztopin proteina lahko določimo sekundarno strukturo 
proteinov v raztopini (slika 4). Za merjenje CD-spektrov smo uporabili program Spectra 
ManagerTM, ki je last podjetja JASCO. Ta omogoča merjenje CD-spektrov v določenem 
območju valovnih dolžin in merjenje toplotne denaturacije proteina pri določeni valovni 
dolžini. Pri poskusih s koncentracijo proteina Phd od 20 µM in več smo uporabili 1 ali 
2-milimetrsko kiveto, pri koncentracijah manjših od 20 µM pa 5-milimetrsko kiveto. 
 
Slika 4: Vpogled v sekundarno strukturo proteina s CD-spektroskopijo. Merjenje CD-spektra proteina 
v ustreznem območju valovnih dolžin nam poda krivuljo, preko katere lahko sklepamo na prisotno 
sekundarno strukturo v proteinu. Na sliki so prikazane značilne krivulje za α-vijačnico, β-strukturo in 
naključni klobčič. Povzeto po [32]. 
3.2.4.1 Merjenje CD-spektrov 
Celotne CD-spektre smo merili v območju od 250 do 205 nm, s čimer smo določili 
sekundarno strukturo antitoksina Phd v raztopini. Pri valovnih dolžinah pod 200 nm 
postane problem kisik, ki začne absorbirati svetlobo [31]. Natančnejše nastavitve so 
navedene v tabeli 5, ostali parametri meritev so ostali takšni, kot so privzeti v programu. 
CD-spektrofotometer smo med vsemi poskusi prepihovali z dušikom, in sicer z 
volumskim pretokom 5 L/min. V nosilcu CD-spektrofotometra smo lahko hkrati merili 
do šest vzorcev. Celotne spektre smo merili pri konstantni temperaturi, zato nismo 
uporabili enega mesta za merjenje temperature raztopine preko termometra. Ko smo 
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kivete z vzorcem vpeli v nosilec, smo počakali približno dve minuti, da se je temperatura 
raztopine izenačila s temperaturo nosilca. Vzorce smo merili pri 4 in/ali 20 °C, pri toplotni 
denaturaciji še pri 94 °C. Po prenosu raztopine proteina s končno koncentracijo soli iz 
mikrocentrifugirke v kiveto ali pa po dodatku določenega volumna soli v kiveto z 
raztopino proteina in mešanju raztopine s pipeto pri titraciji smo kiveto zamašili s čepom, 
da smo preprečili morebitno izhlapevanje topila in koncentriranje raztopine. Pri titraciji 
smo redčenje proteina upoštevali pri analizi podatkov. Celotne spektre smo merili, kadar 
smo želeli preveriti sekundarno strukturo antitoksina Phd. Ko smo preverili vpliv 
različnih končnih koncentracij soli na strukturo proteina, smo za hitrejše meritve titracij 
merili CD-spektre le v območju 223–222 nm in pri analizi uporabili vrednosti pri 222 nm. 
S titracijo pri konstantni temperaturi smo preverili vpliv koncentracije soli in kationov na 
sekundarno strukturo antitoksina Phd. Pri konstantni temperaturi smo preverili tudi vpliv 
koncentracije proteina Phd na njegovo sekundarno strukturo.  
Tabela 5: Programske nastavitve pri merjenju CD-spektrov v območju valovnih dolžin 250–205 nm. 
območje valovnih dolžin 250–205 nm 
»data pitch« 1 nm 
D. I. T. 4 s 
hitrost skeniranja 20 nm/min 
emisijska valovna dolžina 350 nm 
nadzor zaslonke avtomatično 
poprava bazne linije brez 
začetek merjenja takoj 
pasovna širina 1 nm 
temperatura 4/20/94 °C 
3.2.4.2 Toplotna denaturacija antitoksina Phd 
Pri toplotni denaturaciji smo merili CD-spekter pri valovni dolžini 222 nm v 
temperaturnem intervalu od 4 do 94 °C. Natančnejše nastavitve so navedene v tabeli 6, 
ostali parametri so ostali enaki, kot so privzeti v programu. V CD-spektrofotometru smo 
lahko naenkrat merili pet vzorcev, preostalo mesto je bilo za temperaturni senzor, ki je 
bil namočen v kiveto z destilirano vodo. Vse kivete so bile zamašene, s čimer smo 
preprečili izhlapevanje topila in koncentriranje raztopine ter izhlapitev vsega topila pri 
višjih temperaturah. Zaradi tega ni bilo mogoče izvajati titracije, ampak smo pripravili 
raztopine s končnimi koncentracijami soli. Pri temperaturah 20 in 94 °C smo posneli 
CD-spektra v območju valovnih dolžin 250–205 nm, kot je opisano v poglavju 3.2.4.1. 
Po poteku denaturacije smo raztopine ohladili na 20 °C in preverili renaturacijo proteinov. 
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Naredili smo posnetek celotnega CD-spektra med valovnima dolžinama 250 in 205 nm 
pri 20 °C. 
Tabela 6: Programske nastavitve pri merjenju CD-spektra toplotne denaturacije pri valovni dolžini 
222 nm. 
kontrolna valovna dolžina 222 nm 
D. I. T. 8 s 
temperaturni interval 4–94 °C 
hitrost višanja temperature 2 °C/min 
pasovna širina 1 nm 
emisijska valovna dolžina 350 nm 
nadzor zaslonke avtomatično 
poprava bazne linije brez 
temperatura po koncu denaturacije 20 °C 
3.2.5 Določitev temperature »taljenja« proteina Phd z DSC 
Z meritvami DSC lahko neposredno določimo termodinamične parametre različnih 
proteinov, npr. ΔH [33]. Prav tako lahko proteinom določimo t. i. temperaturo 
denaturacijskega prehoda Tm, imenovano tudi temperatura »taljenja«. Pri merjenju 
imamo dve ločeni celici. V eno damo vzorec, v drugo pa referenčno raztopino. Naš vzorec 
je bil 92,5 μM protein Phd, kot referenco pa smo uporabili dializni pufer 20 mM pufer 
Tris pH 7,5. Kalorimeter nato segreva obe celici ves čas do enakih temperatur. Ker vsebini 
celic nista identični, je za to potrebna različna količina toplote. Celici se razlikujeta le v 
prisotnosti proteina Phd v vzorcu. Protein bo pri segrevanju in denaturaciji porabil 
energijo za razvitje strukture, zato pričakujemo v celici z vzorcem večjo porabo toplotne 
energije. Če na koncu meritev signal referenčne celice odštejemo od vzorčne celice, je 
preostala razlika posledica sprememb v strukturi proteina Phd pri denaturaciji. Program 
nam poda toplotno kapaciteto vzorca Cp v odvisnosti od temperature. Iz grafa lahko nato 
določimo Tm in spremembo entalpije pri tej temperaturi (ΔHm). Pred izvedbo meritev smo 
celici kalorimetra očistili z 10-odstotno HCOOH ter pustili, da se posušita. Vzorec in 
dializni pufer smo razplinili, da zračni mehurčki ne bi motili meritev. Ponovljivost 
meritev smo najprej preverili samo z dializnim pufrom, ki smo ga dodali v obe celici ter 
izvedli dve meritvi. Prvič smo merili štiri cikle od 4 do 82 °C, drugič pa smo izvedli osem 
ciklov. Dobili smo pričakovano razliko nič, saj sta raztopini identični. Pred merjenjem 
vzorca smo celici ponovno očistili in ju napolnili z vzorcem v vzorčni ter dializnim 
pufrom v referenčni celici. Izvedli smo štiri cikle meritev od 4 do 82 °C. Vsi parametri 
programa so navedeni v tabeli 7. 
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Tabela 7: Programske nastavitve pri merjenju toplotne denaturacije proteina Phd z 
DSC-kalorimetrom. 
temperaturni interval 4–82 °C 
tlak 3 bar 
koncentracija Phd 92,5 μM 
3.2.6 Analiza podatkov 
Izmerjene podatke CD-spektrofotometra smo s pomočjo programskih orodij pretvorili iz 
eliptičnosti v molsko eliptičnost in jih predstavili v obliki grafov. CD-spektrofotometer 
nam je izmerjeno eliptičnost podal v m°, ki smo jih pretvorili v [ϴ] in normalizirali na 





10 × 𝑙 × 𝑐 × 𝑁𝑎𝑘
 
(7) 
Oznaka c v enačbi 7 je masna koncentracija dimera [g/L], Nak število aminokislinskih 
ostankov dimera in M molska masa dimera Phd. Enota [ϴ]/ao ostane [deg cm2 dmol-1]. 
Pretvorbo, analizo in prikaz podatkov smo izvedli v programu Microsoft Excel. Pri 
poskusih titracije s solmi smo pri analizi podatkov upoštevali redčenje proteina zaradi 
dodanega volumna raztopine soli. 
Talilne krivulje proteina Phd pri različnih koncentracijah NaCl smo analizirali po 
postopku opisanem v knjigi Biofizikalna kemija vaje [34]. Namesto absorbance smo za 
računanje uporabili preračunan in normaliziran signal [ϴ]/ao. Določili smo Tm, ΔHm in 
ΔG (25 °C) pri različnih koncentracijah NaCl za prehod strukturiranega monomera v 








Z enačbo 9 smo izračunali spremembo standardne Gibbsove proste energije pri 25 °C 
(ΔG (25 °C)). Temperature so v enotah K, R je splošna plinska konstanta. 
 





Kvalitativno analizo sekundarne strukture smo izvedli s pomočjo spletnega orodja 
BeStSel [35]. V program smo vnesli m°, c v µM, Nak in l, ki nam je izračunal deleže 
sekundarne strukture v proteinu. Vneseni podatki so se nanašali na dimer Phd. 
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Meritve DSC smo analizirali s programom Microsoft Excel. Meritve so podane kot Cp v 
odvisnosti od T. Najprej smo v okolici prehoda proteina Phd v nestrukturiran monomer 
določili bazno linijo. S podatki se je najboljše ujemal polinom pete stopnje. Od meritev 
smo odšteli določeno bazno linijo in po trapezni metodi po enačbi 10 določili ploščino 
pod krivuljo. Ploščina predstavlja ΔHm za prehod strukturiranega dimera v monomer in 
strukturiranega monomera v nestrukturiran monomer, vrh krivulje pa predstavlja Tm, ki 













4 Rezultati in razprava 
4.1 Vpliv koncentracije proteina Phd na njegovo strukturo 
Preveriti smo želeli vpliv koncentracije proteina Phd na njegovo sekundarno strukturo. 
Poskus smo izvedli z 1, 2, 5 in 10 µM proteinom Phd v 5-milimetrski kiveti ter z 20, 50, 
100 in 150 µM proteinom Phd v 1-milimetrski kiveti pri 20 °C. Izmerili smo CD-spektre 
v območju valovnih dolžin 250–205 nm. Na sliki 5 so zaradi preglednosti prikazani 
CD-spektri izmerjeni v 1-milimetrski kiveti. Rezultati kažejo, da se z večanjem 
koncentracije Phd v raztopini poveča tudi delež strukturiranega proteina z α-vijačnico. 
Pri koncentraciji 20 µM se signal izravna pri približno -3500 deg cm2 dmol-1 in se z 
večanjem do 150 µM koncentracije proteina ustavi pri -7200 deg cm2 dmol-1. Podobne 
rezultate nam poda slika 6, ki prikazuje meritve pri valovni dolžini 222 nm, 20 °C in 
koncentracijah proteina Phd od 1 do 150 µM. Rezultati kažejo, da se vpliv koncentracije 
Phd na njegovo strukturo v raztopini pokaže po koncentraciji 20 µM. Pred to 
koncentracijo je vrednost približno konstantna, okoli -3000 deg cm2 dmol-1, pri večjih 
koncentracijah proteina pa CD-signal pade na vrednost okoli -7200 deg cm2 dmol-1. 
Rezultati nakazujejo, da se z višanjem koncentracije proteina spremeni oligomerno stanje 
le-tega, in sicer preide iz monomera v strukturiran dimer. Strukturiran dimer je stabilno 
in ugodno stanje proteina, ki je v ravnotežju s strukturiranim monomerom, ta je pa še v 
ravnotežju z nestrukturiranim monomerom. Povečanje koncentracije Phd premakne 
ravnotežje v smeri strukturiranega dimera, kar se na CD-spektru pokaže kot padec 
CD-signala pri valovni dolžini 222 nm in platoja meritev v območju valovnih dolžin 
250–205 nm. Višanje koncentracije proteina poviša vsebnost α-vijačnice v strukturi, kar 
se pa pokaže šele pri koncentracijah nad 20 µM. Odsotnost tega učinka pri nižjih 
koncentracijah proteina lahko razložimo s prisotnostjo populacije različno strukturiranih 
dimerov Phd, čigar prisotnost v raztopini je bila dokazana [15]. Višja koncentracija 
proteina poviša koncentracijo različnih konformacij dimera, ki so med seboj v ravnotežju. 
Do koncentracije 20 µM imajo C-konci dimera dovolj prostosti, da je ravnotežje 
premaknjeno v smeri manj strukturiranih dimerov in je signal pri nižjih koncentracijah 
Phd približno konstanten. Pri višjih koncentracijah se razdalje med proteini zmanjšajo in 
protein dimerizira. Prostost C-koncev se pri dimerizaciji omeji. Izguba entropije C-konca 
zaradi strukturiranja se vsaj delno kompenzira z nespecifičnimi interakcijami med 
monomernima podenotama, ki tvorita dimer. V celici je protein podvržen stalni 
razgradnji, zato samo koncentracija proteina ni zadostna za nastanek strukturiranega 
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dimera. Vezava toksina strukturira in stabilizira dimer ter pomakne ravnotežje v smeri 
strukturiranega dimera v večji meri kot sama koncentracija Phd. 
 
Slika 5: CD-spektri proteina Phd pri različnih koncentracijah in 20 °C. Večanje koncentracije proteina 
Phd v raztopini povzroči njegovo strukturiranje in povečanje deleža α-vijačnice v proteinu. Večji delež 
α-vijačnice je odgovoren za nižji signal. 
 
Slika 6: CD-signali proteina Phd pri različnih koncentracijah in 20 °C, merjeni pri valovni dolžini 
222 nm. Učinek strukturiranja proteina se pokaže pri koncentraciji večji od 20 µM. Nižje koncentracije 
imajo približno enak CD-signal (-3000 deg cm2 dmol-1). Pri višjih koncentracijah signal pade 
do -7200 deg cm2 dmol-1, kar nakazuje strukturiranje proteina Phd zaradi dimerizacije in povečanje deleža 



















































4.2 Vpliv soli na strukturo proteina Phd 
S titracijo proteina Phd smo želeli preveriti vpliv soli na strukturo proteina. Slika 7 
prikazuje titracijo 5 µM raztopine Phd v 5-milimetrski kiveti pri 20 °C z raztopino NaCl. 
Izmerjeni CD-signal po prvem dodatku soli pri valovni dolžini 222 nm je imel 
vrednost -4000 deg cm2 dmol-1. Nadaljnji dodatki soli so signal znižali 
na -7000 deg cm2 dmol-1 pri končni 500 mM koncentraciji soli. Višanje koncentracije soli 
poveča strukturiranje proteina in vsebnost α-vijačnice. Pri visoki ionski moči je protein 
nestrukturiran samo od Lys68 naprej, pri nizki ionski moči je pa nestrukturirana celotna 
C-domena proteina, vključno z delom DNA-vezavne domene [6]. Prisotnost kationov v 
raztopini senči elektrostatični odboj med negativno nabitimi aminokislinskimi ostanki, 
kar le-tem omogoča približanje na krajšo medsebojno razdaljo in strukturiranje proteina. 
Strukturiranje pomakne ravnotežje v smer najbolj stabilne oblike, v našem primeru proti 
strukturiranemu dimeru. V celici so tako visoke koncentracije soli nerealne že zaradi same 
potrebe po energiji za ohranjanje tako visoke koncentracije. Poleg tega bi visoka 
koncentracija soli v celici vplivala na strukturo in stabilnost drugih proteinov. Energijsko 
ugodnejša je sinteza specifičnega toksina Doc, ki ob vezavi strukturira in stabilizira 
antitoksin Phd ter premakne ravnotežje proti strukturiranemu dimeru. 
 
Slika 7: Titracija 5 µM proteina Phd z raztopino NaCl pri 20 °C. Merjeni CD-signal se ob dodatku 
raztopine NaCl zmanjša z -4000 deg cm2 dmol-1 po prvem dodatku na -7000 deg cm2 dmol-1 pri končni 
500 mM koncentraciji soli. Manjšanje signala je posledica večjega deleža strukturiranega proteina Phd v 
raztopini, predvsem zaradi nastanka α-vijačnice. 
Rezultati s slik 6 in 7 nakazujejo strukturiranje proteina Phd do podobnih končnih 


























do podobne oblike. Primerjali smo obliko CD-spektra 20 µM proteina Phd brez soli z 
obliko CD-spektra 5 µM proteina v prisotnosti 400 mM NaCl (slika 8). Krivulji 
strukturiranega proteina pri različnih pogojih sta si zelo podobni, zato sklepamo, da 
koncentracija proteina Phd ali prisotnost kationa v raztopini strukturirata protein Phd do 
podobne oblike. Za lažjo primerjavo CD-spektrov smo vrednosti proteina brez soli 
pomnožili za faktor 1,9. 
 
Slika 8: Primerjava oblike CD-spektrov strukturiranega proteina Phd zaradi njegove koncentracije 
in prisotnosti soli v raztopini. Za primerjavo oblike CD-spektrov smo vrednosti za 20 µM Phd pomnožili 
za faktor 1,9. Krivulji sta si zelo podobni, kar nakazuje, da koncentracija proteina Phd ali prisotnost kationa 
strukturirata protein do podobnega stanja. 
S titracijo 2 µM proteina Phd z različnimi zvrstmi kationov pri 20 °C smo želeli preveriti 
njihov vpliv na strukturiranje proteina in morebitno delovanje po Hofmeistrovi vrsti. 
Protein Phd smo v 5-milimetrskih kivetah titrirali z raztopinami soli do končne 500 mM 
koncentracije soli in CD-signal merili pri valovni dolžini 222 nm. Rezultati titracije na 
sliki 9 kažejo, da dodatek kationov, neodvisno od zvrsti kationa, zmanjša signal, kar 
nakazuje na strukturiranje proteina. Z večanjem koncentracije soli se signal zmanjša 
z -4000 deg cm2 dmol-1 po prvem dodatku soli na vrednosti med -6000 
in -7000 deg cm2 dmol-1. Pri tem izstopa rubidijeva sol, ki zniža signal 
na -8000 deg cm2 dmol-1, kar lahko nakazuje določeno specifičnost kationa za vezavo na 
protein Phd. Kationi ne sledijo Hofmeistrovi vrsti, saj bi pričakovali stabilizacijo proteina 
po vrstnem redu Cs+ > Rb+ > K+ > Na+ > Li+ [10], [36]. Vzrok za to bi lahko bila majhna 
velikost proteina Phd. Poskusi z veliko večjimi proteini IDP so namreč pokazali, da 
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večjega števila hidrofobnih aminokislinskih ostankov v proteinu, ki tvorijo več 
hidrofobnih interakcij. Li+ in Cs+ imata skoraj identičen učinek na strukturo proteina, 
največji učinek strukturiranja pa kaže Rb+. Kation bi lahko specifično stabiliziral 
sekundarno hidrofobno jedro proteina Phd, ki je pomembno za strukturiranje N-konca 
proteina [15]. Stabilizacija hidrofobnega jedra s pomočjo soli bi lahko v odsotnosti 
toksina Doc strukturirala celoten protein Phd. Čeprav Rb+ pri visokih koncentracijah soli 
kaže določeno specifičnost za vezavo Phd pa lahko njegov vpliv na strukturo proteina v 
celici zanemarimo. Tam prevladujeta kationa Na+ in K+, ki nista niti približno prisotna v 
tako velikih koncentracijah, kot smo jih dosegli pri titraciji. Na splošno soli strukturirajo 
Phd zaradi kationov, ki zmanjšajo elektrostatično neugodne interakcije med negativno 
nabitimi aminokislinskimi ostanki. 
 
Slika 9:Titracija proteina Phd z raztopinami soli, ki vsebujejo različne katione, pri 20 °C. Protein Phd 
se ob postopnem dodajanju raztopine soli do končne 500 mM koncentracije soli strukturira. Različne soli 
zmanjšajo signal z -4000 deg cm2 dmol-1 na vrednosti med -6000 in -7000 deg cm2 dmol-1. Pri tem izstopa 
rubidijeva sol, ki zniža signal na -8000 deg cm2 dmol-1 in kaže določeno mero specifičnosti za protein pri 































4.3 Vpliv temperature na strukturo proteina Phd 
4.3.1 Toplotna denaturacija proteina Phd in analiza strukturnih sprememb 
Vpliv toplotne denaturacije na strukturo Phd smo opazovali pri različnih koncentracijah 
proteina. V 5-milimetrski kiveti smo merili 5 µM koncentracijo Phd, v 1-milimetrskih 
kivetah pa 20 in 150 µM koncentraciji proteina. Temperaturni interval denaturacije je bil 
od 4 do 94 °C. Rezultati, merjeni pri valovni dolžini 222 nm, so prikazani na sliki 10. Pri 
toplotni denaturaciji 5 µM proteina Phd je signal skoraj konstanten. To potrdi rezultate 
na sliki 6, kjer ostane signal meritev do 20 µM koncentracije proteina konstanten in blizu 
vrednosti -3000 deg cm2 dmol-1. To pomeni, da se protein pri tej koncentraciji ne 
strukturira in ostane v obliki nestrukturiranega monomera. Pri višjih koncentracijah 
proteina pa pride so strukturiranja in nastanka strukturiranih dimerov in monomerov. 
20 µM protein ima začetni signal pri -5000 deg cm2 dmol-1, 150 µM pa 
pri -8200 deg cm2 dmol-1. Višja koncentracija proteina premakne ravnotežje v smeri 
strukturiranega monomera in dimera, kar dodatno potrdi rezultate s slike 6. Z naraščanjem 
temperature protein preide iz strukturiranega dimera v strukturiran monomer ter na koncu 
v nestrukturiran monomer. Signal se pri vseh koncentracijah proteina ustavi pri 
vrednosti -3000 deg cm2 dmol-1. Strukturiranje proteina vpliva na njegovo toplotno 
stabilnost, kot kaže slika 10. Bolj strukturiran protein ima namreč Tm pri višji temperaturi 
kot manj strukturiran protein. Temperaturno območje krivulje, kjer ima le-ta največji 
naklon, vsebuje Tm. S slike 10 vidimo, da se z višanjem koncentracije proteina to območje 
premakne k višjim temperaturam. Vrednost Tm pri 5 µM proteinu ne moremo določiti, 
ker ni prehodov med različnimi stanji proteina, saj se protein nahaja le v obliki 
nestrukturiranega monomera. Pri koncentraciji 20 µM je njegova vrednost približno 
25 °C, pri koncentraciji 150 µM pa 45 °C. Za Tm privzamemo, da opisuje prehod med 
strukturiranim monomerom v nestrukturiranega, saj je signal na začetku meritev 




Slika 10: Toplotna denaturacija proteina Phd pri različnih koncentracijah v odsotnosti soli. Začetni 
signali različnih koncentracij Phd se med seboj razlikujejo. Pri najnižji koncentraciji je protein v obliki 
nestrukturiranega monomera, z višanjem koncentracije se pa ravnotežje premakne v smeri strukturiranega 
monomera in dimera, kar se odraža v nižjem signalu. Strukturiranje proteina poveča njegovo toplotno 
stabilnost. Tm pri koncentraciji 5 µM ne moremo določiti, ker ni prehodov med stanji, njena vrednost pa 
narašča z deležem strukturiranega proteina, in sicer od 25 °C pri 20 µM Phd do 45 °C pri 150 µM proteinu. 
S toplotno denaturacijo smo preverili tudi vpliv temperature na sekundarno strukturo 
proteina Phd in njegovo zmožnost renaturacije. Na sliki 11 so prikazani CD-spektri 
150 µM proteina Phd, merjeni v 1-milimetrski kiveti v območju valovnih dolžin 
250–205 nm pri temperaturah 20 in 94 °C. Pri obeh temperaturah je v strukturi prisotna 
α-vijačnica. Pri 20 °C je prisotna v večjem deležu populacije, zaradi česar je signal nižji 
in njegova oblika izrazitejša. Spekter renaturacije je skoraj identičen proteinu pred 
denaturacijo, protein Phd se torej popolnoma renaturira v stanje pred denaturacijo. To je 
verjetno posledica pomanjkanja hidrofobnih aminokislinskih ostankov, ki so odgovorni 
za agregacijo proteinov in preprečijo njihovo renaturacijo. S pomočjo spletnega orodja 
BeStSel smo kvalitativno določili strukturo proteina Phd pri različnih temperaturah. 
Program nam je podal ocenjene deleže sekundarne strukture v proteinu v odstotkih, 





























Slika 11: CD-spektri proteina Phd pri koncentraciji 150 µM pri toplotni denaturaciji v odsotnosti 
soli, vključno z renaturacijo. Pri obeh temperaturah tvori protein α-vijačnico. CD-spekter ima pri višji 
temperaturi večjo vrednost in oblika spektra je manj izrazita. CD-spekter proteina Phd po renaturaciji je 
skoraj identičen spektru pred denaturacijo, torej je denaturacija proteina v celoti reverzibilna. 
 
Slika 12: Rezultati kvalitativne analize sekundarne strukture proteina Phd pri toplotni denaturaciji 
s spletnim orodjem BeStSel. Pri toplotni denaturaciji se zmanjša delež paralelne β-strukture, povečajo se 
pa deleži α-vijačnice, antiparalelne β-strukture, zavojev in IDR. 
Rezultati s slike 12 kažejo, da se z višanjem temperature poveča neurejenost proteina Phd, 
a se hkrati malo poveča tudi vsebnost α-vijačnice. To nakazuje na pojav »turned out«, 
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Iz ocenjenih deležev sekundarne strukture proteina Phd s slike 12 lahko s pomočjo 
objavljenih kristalnih struktur proteina v podatkovni bazi PDB (3K33, 3HS2 in 3HRY) 
sklepamo na konformacijo proteina v raztopini pri določeni temperaturi [15]. V 
odsotnosti soli pri nizki in visoki temperaturi protein najverjetneje večinoma zasede 
nestrukturirano obliko 3HRY, ki vsebuje β-trakove, α-vijačnic pa skoraj da nima, saj se 
nahajajo v obliki zank. Izginotje paralelne β-strukture je verjetno posledica denaturacije 
β3-trakov, ki ga tvorijo aminokisline 36-40. β3-trakova iz monomernih podenot sta 
udeležena pri tvorbi velikega hidrofobnega jedra na mestu dimerizacije [15]. Pri visoki 
temperaturi skupaj s paralelno β-strukturo izgine tudi veliko hidrofobno jedro, s čimer 
preide dimer v monomer. Pri višjih temperaturah se lahko β3-trakova zaradi močnejših 
hidrofobnih interakcij vsaj deloma strukturirata nazaj in tvorita antiparalelno β-strukturo, 
ki strukturira α-vijačnice med β-trakovi in je termodinamično stabilnejša oblika. 
Antiparalelna β-struktura je termodinamično bolj ugodna zaradi močnejšega privlaka 
med β-trakovi. 
Temperatura v splošnem premakne ravnotežje od strukturiranih dimerov in monomerov 
do nestrukturiranih monomerov. Na lokalni ravni pride do nastanka sekundarne strukture 
na račun izginotja drugih oblik sekundarne strukture. V celici tekmujeta temperatura in 
koncentracija proteina med seboj, saj vsaka premakne ravnotežje v drugo smer. Kljub 
temu nobena od njiju bistveno ne vplivata na delovanje proteina v celici. Proteaza ClpXP 
namreč v večji meri onesposobi protein kot visoka temperatura, ki je lahko nevarna za 
preživetje celice. Razgradnja nestrukturiranega monomera premakne ravnotežje k 
le-temu, zaradi česar se zmanjša koncentracija strukturiranega, funkcionalnega proteina. 
Prav tako je koncentracija Phd omejena s sintezo proteina, ki se ustavi ob povečani 
koncentraciji antitoksina. Zaradi tega ne pričakujemo visokih koncentracij Phd v celici. 
Brez prisotnosti toksina Doc, ki stabilizira in strukturira protein, je torej ravnotežje 
premaknjeno v smeri nestrukturiranih monomerov. Tudi z energijskega vidika je 
ugodnejša sinteza toksina Doc, ki pri majhnem razmerju [Doc]:[Phd] veže in strukturira 
dva dimera Phd, s čimer celica prihrani snov in energijo za povečanje koncentracije 




4.3.2 Toplotna denaturacija proteina Phd v prisotnosti soli 
Preučili smo vpliv različne koncentracije soli na strukturo proteina Phd (c= 20 µM ) pri 
toplotni denaturaciji. Denaturacijo smo izvedli v 1-milimetrski kiveti s koncentracijami 
NaCl od 0 do 800 mM in merili CD-signal pri valovni dolžini 222 nm. Temperaturni 
interval denaturacije je bil od 4 do 94 °C. Rezultati na sliki 13 kažejo, da prisotnost soli 
strukturira protein Phd in se strukturiranost veča s koncentracijo soli NaCl, kar se ujema 
z rezultati s slike 7. Prisotnost soli in višanje njene koncentracije zmanjša CD-signal 
z -5000 deg cm2 dmol-1 v odsotnosti soli na -8000 deg cm2 dmol-1. Z višanjem 
koncentracije soli se poveča delež α-vijačnice v proteinu Phd. S koncentracijo soli se 
proteinu poveča tudi Tm s približno 25 °C vse do 50 °C. Pri višjih temperaturah se signali 
v prisotnosti različnih koncentracij soli ustalijo na približno -3000 deg cm2 dmol-1, kar 
kaže, da protein zavzame podobno strukturo, neodvisno od koncentracije soli. 
 
Slika 13: Toplotna denaturacija proteina Phd pri koncentraciji 20 µM z različnimi koncentracijami 
soli NaCl. CD-signali proteina Phd se z večanjem koncentracije soli NaCl zmanjšajo. V odsotnosti soli je 
vrednost signala približno -5000 deg cm2 dmol-1 in se z večanjem koncentracije soli zniža 
na -8000 deg cm2 dmol-1. Sol povzroči strukturiranje proteina in premik Tm k višjim temperaturam. Pri 
denaturaciji se signali višajo in ustavijo na -3000 deg cm2 dmol-1, s čimer se protein nahaja v podobnih 
strukturnih stanjih. 
V nadaljevanju smo preverili vpliv soli na strukturo proteina Phd pri koncentracijah 
manjših od 20 µM. Protein ima pri toplotni denaturaciji v odsotnosti soli konstanten 
signal, saj se protein ne strukturira (slika 10). Izvedli smo denaturacijo 5 µM proteina Phd 
v prisotnosti in odsotnosti 400 mM NaCl (slika 14). Meritve smo opravili v 5-milimetrski 

























0 mM 100 mM 200 mM 400 mM 800 mM
 38 
 
kažejo, da se protein Phd v raztopini brez soli ne strukturira v celotnem temperaturnem 
območju in je njegov signal konstanten okoli -3000 deg cm2 dmol-1. Prisotnost soli 
zmanjša signal pri nizkih temperaturah na -7000 deg cm2 dmol-1, okoli temperature 50 °C 
se pa ustali na -3000 deg cm2 dmol-1. Sol strukturira protein Phd pri nizkih temperaturah, 
ki se z višanjem temperature denaturira v stanje, ki pri 50 °C postane primerljivo s 
proteinom v odsotnosti soli. Prav tako se v prisotnosti soli pojavi Tm pri približno 40 °C, 
katere vrednost v odsotnosti soli ne moremo določiti, saj je ves protein v nestrukturiranem 
stanju. 
 
Slika 14: Toplotna denaturacija proteina Phd pri koncentraciji 5µM v prisotnosti in odsotnosti 
400 mM NaCl. Denaturacijski krivulji kažeta, da je 5 µM koncentracija proteina Phd nezadostna za 
njegovo strukturiranje v raztopini, dodatek soli pa občutno poveča njegovo strukturiranost in je omogočil 
določitev Tm. 
Preverili smo še vpliv različnih zvrsti kationov na strukturo proteina pri toplotni 
denaturaciji. Izvedli smo toplotno denaturacijo 2 µM proteina Phd v prisotnosti 500 mM 
soli v 5-milimetrski kiveti (slika 15). Pri nizkih temperaturah denaturacije približno vsi 
kationi, razen Rb+, strukturirajo protein do podobnega stanja in imajo signal 
pri -7000 deg cm2 dmol-1. Rubidijeva sol bolj zniža CD-signal in bolj strukturira protein 
Phd, pri čemer ima izmerjeni signal vrednost -8000 deg cm2 dmol-1. Večje strukturiranje 
proteina bi lahko bila posledica večje specifičnosti Rb+ do proteina. Rezultati so v skladu 
z rezultati s slike 9. Prav tako strukturiranje proteina Phd ne sledi Hofmeistrovi vrsti. 
Čeprav se signali pričnejo pri približno isti začetni vrednosti, se njihove končne vrednosti 
razlikujejo. V prisotnosti K+ in Cs+ se signal ustali pri vrednosti -3000 deg cm2 dmol-1, v 
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vpliv kationov na sekundarno strukturo proteina pri nižjih in višjih temperaturah. Zaradi 
prisotnosti Li+, Na+, ali Rb+ se pri višjih temperaturah α-vijačnice v proteinu ne razvijejo 
do konca. V splošnem zvrst kationa zelo malo vpliva na Tm proteina Phd, saj se vse 
vrednosti nahajajo v bližini 40 °C. 
 
Slika 15: Toplotna denaturacija proteina Phd pri koncentraciji 2 µM v prisotnosti 500 mM soli z 
različnimi zvrstmi kationov. Soli različno strukturirajo protein pri nizkih in visokih temperaturah. Pri 
nizkih temperaturah je struktura za različne soli podobna (-7000 deg cm2 dmol-1), izstopa Rb+, ki najbolj 
strukturira protein Phd (-8000 deg cm2 dmol-1). Pri denaturaciji se CD-signal poveča in ustavi pri različnih 
končnih vrednostih. Pri K+ in Cs+ je ta vrednost -3000 deg cm2 dmol-1, pri Li+, Na+ in Rb+ 
pa -4000 deg cm2 dmol-1. Slednje soli onemogočijo popolno denaturacijo proteina. 
Pri temperaturah 20 in 94 °C smo izmerili CD-spektre v območju valovnih dolžin 
250–205 nm (sliki 16 in 17). Sliki potrdita različen vpliv soli na strukturo proteina pri 
nizkih in visokih temperaturah s slike 15. Pri 20 °C so platoji CD-spektrov med 
valovnima dolžinama 220 in 210 nm za vse soli, razen Rb+, pri 
vrednosti -7000 deg cm2 dmol-1. Rb+ dodatno zniža signal na -8000 deg cm2 dmol-1. Pri 
94 °C pa lahko signale v območju valovnih dolžin 230–220 nm omejeno ločimo v dve 
skupini. V prvi skupini sta K+ in Cs+, ki imata vrednost signala pri -3000 deg cm2 dmol-1, 
v drugi skupini so pa Li+, Na+ in Rb+ z vrednostmi pri -4000 deg cm2 dmol-1. Rezultati 
pri 94 °C kažejo, da se protein v prisotnosti Li+, Na+ ali Rb+ pri visokih temperaturah ne 
razvije do konca in se ohrani del strukturirane α-vijačnice. 
Nizka temperatura in visoka koncentracija soli premakneta ravnotežje proti 
strukturiranim dimerom. Prisotnost soli senči negativni naboj aminokislinskih ostankov 
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alosteričnega prenosa strukturira C-konec proteina. Nižji signal za Rb+ pri nižjih 
temperaturah bi lahko bil posledica velikosti kationa, ki je ravno pravšnji za najboljše 
senčenje negativnih nabojev v strukturi proteina. Cs+ je prevelik, ostali kationi so pa 
premajhni. Le ustrezna velikost kationa lahko poveča strukturiranje proteina, ostali 
kationi pa imajo podoben učinek na strukturo proteina pri nizkih temperaturah. Pri višjih 
temperaturah ločimo glede na končno strukturo proteina dve skupini. Pri tem upoštevamo 
spremembo samega proteina zaradi visoke temperature (slika 12). V prisotnosti K+ in Cs+ 
se protein Phd v celoti denaturira do nestrukturiranega monomera. Skupina kationov Li+, 
Na+ in Rb+ pa prepreči popoln prehod dimera v nestrukturiran monomer.  
Visoka koncentracija soli, tako kot visoka koncentracija proteina Phd, premakne 
ravnotežje proti strukturiranemu dimeru, visoka temperatura pa temu nasprotuje. Za 
strukturiranje proteina Phd v celici bi bila potrebna zelo visoka koncentracija soli, ki pa 
bi vplivala tudi na druge proteine. Ohranjanje visoke koncentracije soli v celici zahteva 
velik vložek energije. Energijsko veliko bolj ugodna rešitev je prisotnost toksina Doc, ki 
specifično veže in strukturira protein Phd. Visoka temperatura premakne ravnotežje v 
smeri nestrukturiranega monomera, kar lahko ogrozi preživetje celice zaradi denaturacije 
drugih proteinov. Razgradnja proteina Phd s proteazo ClpXP je boljša in varnejša rešitev 





Slika 16: CD-spektri proteina Phd pri koncentraciji 20 µM v prisotnosti 500 mM soli z različnimi 
zvrstmi kationov pri 20 °C. Različne soli strukturirajo protein Phd do približno enakega stanja, ki ima 
plato signala pri -7000 deg cm2 dmol-1. Izjema je Rb+, ki zniža signal na -8000 deg cm2 dmol-1, kar nakazuje 
specifičnost kationa za vezavo proteina Phd. 
 
Slika 17: CD-spektri proteina Phd pri koncentraciji 20 µM v prisotnosti 500 mM soli z različnimi 
zvrstmi kationov pri 94 °C. CD-spektre lahko v območju valovnih dolžin 230–220 nm omejeno ločimo 
na dve skupini. Prva skupina ima vrednost pri -3000 deg cm2 dmol-1 (K+ in Cs+), druga skupina pa 
pri -4000 deg cm2 dmol-1 (Li+, Na+ in Rb+). Kationi druge skupine onemogočijo popolno denaturacijo 
































































4.4 Termodinamična analiza proteina Phd 
Za določitev termodinamičnih parametrov denaturacije Phd smo analizirali talilne 
krivulje na sliki 13. Predpostavili smo, da sta v izravnanem delu krivulj pri nizkih 
temperaturah zastopani dve obliki proteina: strukturirana dimer in monomera. Z višanjem 
temperature preide protein v celoti v strukturiran monomer, kar je opazno kot povečan 
naklon krivulje. Krivulji se nato naklon še bolj poveča, saj prehaja strukturiran monomer 
v nestrukturiranega. Za ta prehod smo določili Tm. Krivulja se po prehodu celotnega 
proteina v nestrukturiran monomer ponovno izravna. Analizirane vrednosti se nahajajo v 
tabeli 8. Poleg analize talilnih krivulj, smo z DSC določili vrednosti Tm in ΔHm za 
92,5 µM Phd brez soli (slika 18). Višanje koncentracije soli premakne Tm proteina k 
višjim temperaturam. Višja koncentracija soli torej poveča temperaturno stabilnost 
proteina Phd. Primerjava z rezultati DSC (tabela 8), kjer ima protein Tm pri 47 °C, pokaže, 
da visoka koncentracija proteina prav tako poveča vrednost Tm. Vrednost določena z DSC 
se ujema z rezultatom pri 400 mM koncentraciji NaCl. Vendar vrednost Tm dobljena z 
DSC ni enakovredna vrednosti iz talilnih krivulj. Pri talilnih krivuljah se ta nanaša na 
prehod iz strukturiranega monomera v nestrukturiranega, pri DSC sta pa prisotna prehod 
iz strukturiranega dimera v strukturiran monomer in nadaljnji prehod v nestrukturiran 
monomer. Pozitivna vrednost ΔHm pomeni, da na protein delujejo interakcije, ki 
nasprotujejo strukturiranju proteina, pri negativni vrednosti pa prevladujejo interakcije, 
ki težijo k strukturiranju proteina. Dodatek soli zniža vrednost ΔHm pri vseh 
koncentracijah soli, saj senči negativno nabite aminokislinske ostanke v proteinu Phd, ki 
nasprotujejo strukturiranju proteina. Vrednost se nanaša na prehod iz strukturiranega 
monomera v nestrukturiranega. V primerjavi z vrednostjo ΔHm pri DSC, ki vključuje oba 
prehoda, so vse vrednosti iz talilnih krivulj veliko večje. Sploh za vrednost brez soli, ki 
je več kot dvakrat večja v primerjavi z rezultati pri DSC. Pričakovali bi, da bo vrednost 
ΔHm pri DSC večja kot pri talilnih krivuljah ravno zato, ker vsebuje še prehod iz 
strukturiranega dimera v strukturiran monomer. Razlog za to je verjetno začetno stanje 
proteina pri meritvi. Izravnani del slike 18 pri nižjih temperaturah vsebuje v idealnem 
primeru le strukturiran dimer, izravnani del pri višjih temperaturah pa samo nestrukturiran 
monomer. V našem primeru sta bili v obeh izravnanih delih slike prisotni mešanici 
različnih oblik proteina Phd, zaradi česar je določena vrednost ΔHm (DSC) veliko manjša 




Slika 18: Meritev DSC-kalorimetra po odštetju bazne linije. Ploščina med vrhom meritev in x-osjo pri 
Cp= 0 ustreza vrednosti ΔHm proteina Phd. Ta vrednost vsebuje prehoda iz strukturiranega dimera v 
strukturiran monomer in iz strukturiranega monomera v nestrukturiranega. Vrednost Tm določimo pri vrhu 
meritev (47 °C). 
Tabela 8: Rezultati analize talilnih krivulj pri prehodu proteina Phd iz strukturiranega monomera 
v nestrukturiranega pri različnih koncentracijah soli NaCl in rezultati DSC z 92,5 µM proteinom 
Phd. 
 DSC 
cs [mM] 0 100 200 400 800 0 
Tm [°C] 25 34 41 47 56 47 
ΔHm [kJ/mol] 284,8 167,5 177,1 168,4 203,69 116,6 
ΔG (25 °C) [kJ/mol] 0 4,9 9 11,6 19,2 / 
 
Določitev termodinamičnih parametrov denaturacije Phd je pomembna za nadaljnje 
raziskave proteina in vitro. Če poznamo pogoje, pri katerih se protein nahaja v določenem 




























Antitoksin Phd ima pomembno vlogo pri zaščiti bakterijske celice pred toksinom Doc, ki 
zaustavi sintezo proteinov. Glavni način inhibicije toksina je nastanek α-vijačnice v 
C-končni domeni antitoksina Phd ob njegovi vezavi na Doc. Vezava toksina torej 
predstavlja proces, kjer se protein ob vezavi strukturira. Tudi okoliški pogoji proteina 
vplivajo na njegovo strukturo. Že sama koncentracija proteina vpliva na njegovo strukturo 
preko spremembe oligomernega stanja (monomer-dimer). Višja koncentracija proteina 
premakne ravnotežje v smeri strukturiranega dimera, pri nižji koncentraciji pa prevladuje 
nestrukturiran monomer. Podoben učinek na strukturo Phd ima tudi koncentracija 
kationov. Pri visoki koncentraciji soli se protein strukturira v dimer, pri nizki 
koncentraciji je pa nestrukturiran monomer. Kationi senčijo negativni naboj v strukturi in 
omogočijo približanje delov proteina ter strukturiranje. Vpliv temperature na strukturo 
proteina je ravno obraten. Pri nizki temperaturi je protein prisoten kot strukturiran dimer, 
z višanjem temperature pa v procesu denaturacije preide v nestrukturiran monomer. 
Zaradi kratkega aminokislinskega zaporedja in odsotnosti hidrofobnih aminokislinskih 









[1] D. L. Nelson, M. M. Cox: Lehninger Principkles of Biochemistry. Chapter 4: The 
Three-Dimensional Structure of Proteins. 7. ed., Basingstoke: Macmillan Higher 
Education 2017, str. 409–514. 
[2] R. van der Lee in sod.: Classification of Intrinsically Disordered Regions and 
Proteins. Chem. Rev. 2014, 114, 6589–6631. 
[3] P. Tompa: Intrinsically unstructured proteins. Trends Biochem. Sci. 2002, 27, 527–
533. 
[4] H. J. Dyson, P. E. Wright: Intrinsically unstructured proteins and their functions. 
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2005, 6, 197–208. 
[5] P. E. Wright, H. J. Dyson: Intrinsically Unstructured Proteins: Re-assessing the 
Protein Structure-Function Paradigm. J. Mol. Biol. 1999, 293, 321–331. 
[6] R. Loris, A. Garcia-Pino: Disorder- and Dynamics-Based Regulatory Mechanisms 
in Toxin-Antitoxin Modules. Chem. Rev. 2014, 114, 6933–6947. 
[7] V. N. Uversky: Intrinsically Disordered Proteins and Their Environment: Effects 
of Strong Denaturants, Temperature, pH, Counter Ions, Membranes, Binding 
Partners, Osmolytes, and Macromolecular Crowding. Protein J. 2009, 28, 305–
325. 
[8] B. I. M. Wicky, S. L. Shammas, J. Clarke: Affinity of IDPs to their targets is 
modulated by ion-specific changes in kinetics and residual structure. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 2017, 114, 9882–9887. 
[9] M. C. Gurau, S.-M. Lim, E. T. Castellana, F. Albertorio, S. Kataoka, P. S. Cremer: 
On the Mechanism of the Hofmeister Effect. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10522–
10523. 
[10] H. I. Okur, J. Hladilkova, K. B. Rembert, Y. Cho, J. Heyda, J. Dzubiella, P. S. 
Cremer, P. Jungwirth: Beyond the Hofmeister Series: Ion-Specific Effects on 
Proteins and Their Biological Functions. J. Phys. Chem. B 2017, 121, 1997–2014. 
[11] A. V. Fonin, A. L. Darling, I. M. Kuznetsova, K. K. Turoverov, V. N. Uversky: 
Intrinsically disordered proteins in crowded milieu: when chaos prevails within the 
cellular gumbo. Cell. Mol. Life Sci. 2018, 75, 3907–3929. 
[12] A. Garcia-Pino, S. De Gieter, A. Talavera, H. De Greve, R. G. Efremov, R. Loris: 
An intrinsically disordered entropic switch determines allostery in Phd-Doc 
regulation. Nat. Chem. Biol. 2016, 12, 490–496. 
[13] J. A. Smith, R. D. Magnuson: Modular Organization of the Phd 
Repressor/Antitoxin Protein. J. Bacteriol. 2004, 186, 2692–2698. 
 48 
 
[14] H. Lehnherr, M. B. Yarmolinsky: Addiction protein Phd of plasmid prophage P1 
is a substrate of the ClpXP serine protease of Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A. 1995, 92, 3274–3277. 
[15] A. Garcia-Pino, S. Balasubramanian, L. Wyns, E. Gazit, H. De Greve, R. D. 
Magnuson, D. Charlier, N. A. J. van Nuland, R. Loris: Allostery and Intrinsic 
Disorder Mediate Transcription Regulation by Conditional Cooperativity. Cell 
2010, 142, 101–111. 
[16] S. De Gieter, A. Konijnenberg, A. Talavera, A. Butterer, S. Haesaerts, H. De 
Greve, F. Sobott, R. Loris, A. Garcia-Pino: The Intrinsically Disordered Domain 
of the Antitoxin Phd Chaperones the Toxin Doc against Irreversible Inactivation 
and Misfolding. J. Biol. Chem. 2014, 289, 34013–34023. 
[17] Antitoxin Phd. UniProtKB - Q06253 (PHD_BPP1). 
https://www.uniprot.org/uniprot/Q06253 (pridobljeno 12. jul. 2020) 
[18] A. Garcia-Pino, M. Christensen-Dalsgaard, L. Wyns, M. Yarmolinsky, R. D. 
Magnuson, K. Gerdes, R. Loris: Doc of Prophage P1 Is Inhibited by Its Antitoxin 
Partner Phd through Fold Complementation. J. Biol. Chem. 2008, 283, 30821–
30827. 
[19] E. Gazit, R. T. Sauer: The Doc Toxin and Phd Antidote Proteins of the 
Bacteriophage P1 Plasmid Addiction System Form a Heterotrimeric Complex. J. 
Biol. Chem. 1999, 274, 16813–16818. 
[20] D. Castro-Roa, A. Garcia-Pino, S. De Gieter, N. A. J. van Nuland, R. Loris, N. 
Zenkin: The Fic protein Doc uses an inverted substrate to phosphorylate and 
inactivate EF-Tu. Nat. Chem. Biol. 2013, 9, 811–817. 
[21] J. W. Cruz, F. P. Rothenbacher, T. Maehigashi, W. S. Lane, C. M. Dunham, N. A. 
Woychik: Doc Toxin Is a Kinase That Inactivates Elongation Factor Tu,” J. Biol. 
Chem. 2014, 289, 7788–7798. 
[22] A. Garcia-Pino, Y. Sterckx, G. Vandenbussche, R. Loris: Purification and 
crystallization of Phd, the antitoxin of the phd/doc operon. Acta Crystallogr. Sect. 
F Struct. Biol. Cryst. Commun. 2010, 66, 167–171. 
[23] ProtParam tool. https://web.expasy.org/protparam/ (pridobljeno 14. jul. 2020) 
[24] Proteins and Amino Acids. 
https://www.thermofisher.com/si/en/home/references/ambion-tech-support/rna-
tools-and-calculators/proteins-and-amino-acids.html (pridobljeno 14. jul. 2020) 
[25] Tris. Wikipedia, the free encyclopedia. https://en.wikipedia.org/wiki/Tris 
(pridobljeno 12. jul. 2020) 
[26] Phosphate. Wikipedia, the free encyclopedia. 
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate (pridobljeno 14. jul. 2020) 
 49 
 
[27] Sodium chloride. Wikipedia, the free encyclopedia. 
https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_chloride (pridobljeno 14. jul. 2020) 
[28] J. M. Antosiewicz, D. Shugar: UV–Vis spectroscopy of tyrosine side-groups in 
studies of protein structure. Part 2: selected applications. Biophys. Rev. 2016, 8, 
163–177. 
[29] Beer–Lambert law. Wikipedia, the free encyclopedia. 
https://en.wikipedia.org/wiki/Beer%E2%80%93Lambert_law (pridobljeno 15. jul. 
2020) 
[30] R. W. Woody: Circular Dichroism and the Conformational Analysis of 
Biomolecules: 2. :Theory of Circular Dichroism of Proteins. 1. ed., G. D. Fasman 
(ur.), New York: Springer Science+Business Media 1996, str. 25–28. 
[31] N. J. Greenfield: Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary 
structure. Nat. Protoc. 2006, 1, 2876–2890. 
[32] CD spectra. https://ceberndsen.github.io/CEBerndsen.github.io/CD.html 
(pridobljeno 15. jul. 2020) 
[33] P. Gill, T. T. Moghadam, B. Ranjbar: Differential Scanning Calorimetry 
Techniques: Applications in Biology and Nanoscience. J. Biomol. Tech. 2010, 21, 
167–193. 
[34] M. Bončina, I. Prislan, I. Drobnak, J. Lah: BIOFIZIKALNA kemija - vaje. 3: 
Denaturacija bioloških makromolekul. 1. izd., 1. natis, D. Dolenc (ur.), Ljubljana: 
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 2015, str. 17–21. 
[35] BeStSel (Beta Structure Selection). http://bestsel.elte.hu/index.php (pridobljeno 
20. jul. 2020) 
[36] D. Bastos-González, L. Pérez-Fuentes, C. Drummond, J. Faraudo: Ions at 
interfaces: The central role of hydration and hydrophobicity. Curr. Opin. Colloid 
Interface Sci. 2016, 23, 19–28. 
 
